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Rickettsia (R.) typhi ist ein obligat intrazelluläres Bakterium, das beim Menschen das ende-

mische Fleckfieber hervorruft. Die Erkrankung tritt weltweit auf und geht mit Symptomen,

wie Fieber, Übelkeit sowie Kopf- und Gliederschmerzen einher. Bei etwa der Hälfte aller Pati-

enten lässt sich ein kleinfleckiger Hautausschlag verzeichnen, der der Krankheit ihren Na-

men verleiht. Eine Infektion mit R. typhi verläuft in der Regel ohne Komplikationen und

bei richtiger Diagnose stehen Antibiotika zur Behandlung zur Verfügung. In seltenen Fällen

kommt es dennoch zu schweren Erkrankungen, wie Meningoenzephalitis, Pneumonie und

Hepatitis, die tödlich enden können. Ein Impfstoff als Präventionsmaßnahme wurde bislang

nicht entwickelt. Eine grundlegende Voraussetzung für die Entwicklung eines solchen Impf-

stoffs ist das Verständnis von Immunmechanismen, die zur Erreger-spezifischen Abwehr bei-

tragen. T-Zellen, insbesondere CD8+T-Zellen, wird bei der Immunabwehr von Rickettsiosen

eine entscheidende Bedeutung beigemessen. Im Rahmen der Arbeit konnte in verschiede-

nen Mausmodellen jedoch gezeigt werden, dass CD4+T-Zellen ebenso wie CD8+T-Zellen ge-

genüber der Infektion mit R. typhi schützen. Sowohl CD4+ als auch CD8+T-Zell-defiziente

C57BL/6-Mäuse zeigten nach R. typhi-Infektion zu keinem Zeitpunkt Krankheitssymptome

und überlebten die Infektion. T- und B-Zell-defiziente C57BL/6 RAG1-/--Mäuse entwickeln

infolge einer R. typhi-Infektion eine hohe Bakterienlast im Gehirn und eine Entzündung des

zentralen Nervensystems. Ein adoptiver Transfer immuner CD4+ und CD8+T-Zellen in diese

Mäuse verhinderte das Auftreten einer neurologischen Erkrankung. Der durch CD4+T-Zellen

vermittelte Schutz war dabei davon abhängig, zu welchem Infektionszeitpunkt die T-Zellen

transferiert wurden. Bei einer bereits fortgeschrittenen R. typhi-Infektion, in der sich Bakte-

rien schon im Gehirn nachweisen lassen, schützte ein Transfer immuner CD4+T-Zellen nur

noch 60 % der C57BL/6 RAG1-/--Mäuse. Im Gegensatz dazu konnte durch den Transfer von

CD8+T-Zellen selbst zu diesem späten Infektionszeitpunkt ein 100 %iger Schutz erzielt wer-

den. CD4+ und CD8+T-Zellen migrierten nach Transfer in das zentrale Nervensystem (ZNS)

der infizierten Mäuse und führten dort zur Eliminierung von R. typhi. Im Vergleich zu CD4+T-

Zellen waren CD8+T-Zellen hierbei schneller und effizienter. Dennoch ließ sich eine erfolg-

reiche Eliminierung der Bakterien nach dem Transfer von CD4+T-Zellen selbst bei Mäusen

nachweisen, die der Infektion erlagen. Dies deutet darauf hin, dass ein Fortschreiten der Er-

krankung in diesen Mäusen auf immunpathologische Effekte zurückzuführen ist. Im ZNS in-

duzierten CD4+T-Zellen die Expression der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) und damit

die Produktion von NO in Mikroglia und infiltrierten Makrophagen. Die Freisetzung von NO
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Zusammenfassung

kann zur Eliminierung der Bakterien, aber auch zur Pathologie, beitragen. In vitro-Studien

belegten, dass immune CD4+T-Zellen das Wachstum von R. typhi in infizierten Makrophagen

inhibieren. Dieser Effekt wurde zumindest zum Teil durch die Sekretion von IFNγ vermittelt.

Im Gegensatz zu C57BL/6 RAG1-/--Mäusen erliegen T- und B-Zell-defiziente CB17 SCID-

Mäuse bereits innerhalb von drei Wochen den Folgen einer R. typhi-Infektion. Eine Erkran-

kung geht bei diesen Mäusen mit einer ausgeprägten Hepatitis und Splenomegalie einher.

Ein Transfer naiver CD4+ oder CD8+T-Zellen konnte CB17 SCID-Mäuse vor dem tödlichen

Verlauf einer R. typhi-Infektion schützen. CD8+T-Zellen waren hierbei in der Lage, unabhän-

gig von IFNγ oder Perforin Schutz zu generieren. Die Perforin-vermittelte Zytotoxizität ist

demnach nicht essentiell für die schützende Funktion der CD8+T-Zellen. Für eine langanhal-

tende Kontrolle der Bakterien durch CD8+T-Zellen scheint IFNγ sogar wichtiger zu sein. Ei-

ne geringe Anzahl persistierender Bakterien war ausschließlich in Mäusen nachweisbar, die

IFNγ-defiziente CD8+T-Zellen erhalten hatten und fand sich bevorzugt im Gehirn. Immu-

ne CD4+T-Zellen sekretierten vermehrt IFNγ und TNFα, induzierten in vitro die Freisetzung

von NO und inhibierten das Bakterienwachstum in R. typhi-infizierten Makrophagen. Für

die Inhibierung des Bakterienwachstums sind vermutlich sowohl IFNγ als auch TNFα von

Bedeutung. Ein Transfer IFNγ-defizienter CD4+T-Zellen schützte dennoch 30 - 90 % der R.

typhi-infizierten CB17 SCID-Mäuse. Immune CD4+ IFNγ-/-T-Zellen inhibierten das Bakteri-

enwachstum in vitro und sezernierten neben TNFα charakteristische TH17-Zytokine (IL-17

und IL-22). Diese Zytokine können neben TNFα zum Schutz gegen bakterielle Erreger bei-

tragen. Entgegen den Erwartungen wurde der Erreger trotz Neutralisierung von TNFα oder

IL-17 in CB17 SCID-Mäusen, die CD4+ IFNγ-/-T-Zellen erhalten hatten, genauso gut elimi-

niert. Im Vergleich zu Kontrollmäusen war die Neutralisation der Zytokine sogar mit einem

milderen Krankheitsverlauf und einer erhöhten Überlebenswahrscheinlichkeit verbunden.

TNFα und IL-17 scheinen daher in synergistischer Weise immunpathologische Effekte zu be-

sitzen. Können diese minimiert werden, sind TH17-Zellen ebenso wie TH1-Zellen in der Lage,

Schutz gegenüber einer Infektion mit R. typhi zu vermitteln.

Im Hinblick auf die Entwicklung eines Impfstoffs gegen R. typhi lassen die Ergebnisse die-

ser Arbeit vermuten, dass die Induktion von CD4+T-Effektorzellen ausreichend ist, um einen

Schutz zu generieren.
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R. typhi is an obligate intracellular bacterium that causes endemic typhus in humans. The

disease occurs worldwide, but is most prevalent in warmer coastal areas. Common symptoms

of endemic typhus include fever, nausea, headache and myalgia. Nearly half of patients de-

velop a characteristic rash. The course of disease is usually mild and antibiotics can be used

to treat the infection. In severe cases, however, R. typhi may cause fatal complications such

as meningoencephalitis, pneumonia and hepatitis. Vaccines against endemic typhus have

not yet been developed. A fundamental requirement for vaccine development is the under-

standing of immune mechanisms that contribute to protection. T cells, especially CD8+ T

cells, seem to play an important role in protection against rickettsial infections. However, by

using different murine infection models the present study demonstrates that CD4+ T cells as

well as CD8+ T cells protect against R. typhi infection. Both CD4+ and CD8+ T cell-deficient

C57BL/6 mice survived the infection without showing symptoms of disease at any point in

time. Months after R. typhi infection T- and B cell-deficient C57BL/6 RAG1-/- mice show high

bacterial load in the brain and develop lethal neurological disorders due to a massive brain

inflammation. The adoptive transfer of either immune CD8+ or CD4+ T cells protected R.

typhi-infected C57BL/6 RAG1-/- mice from death. While the protective function of CD8+ T

cells was independent of the time of transfer, CD4+ T cells were less protective when applied

late in advanced infection. Nevertheless, in this case, immune CD4+ T cells still protected

approximately 60 % of R. typhi-infected C57BL/6 RAG1-/- mice. Adoptively transferred CD8+

and CD4+ T cells entered the central nervous system (CNS) of infected C57BL/6 RAG1-/- mice

and both eradicated R. typhi. Although CD8+ T cells were faster and more efficient in bacterial

elimination, R. typhi was not detectable in CD4+ T cell recipients anymore. Moreover, bacte-

ria were absent even in CD4+ T cell recipients that succumbed to the infection. This indicates

that immunopathological effects rather than uncontrolled bacterial growth are responsible

for disease progression. CD4+ T cells induced the expression of iNOS in infiltrating macro-

phages as well as in resident microglia in the CNS which can contribute to bacterial killing

but also accelerate pathology. In vitro studies showed that immune CD4+ T cells inhibited

bacterial growth in infected macrophages which was at least in part mediated by the release

of IFNγ.

In contrast to C57BL/6 RAG1-/- mice, T and B cell-deficient CB17 SCID mice already succumb

to R. typhi infection within 3 weeks. Upon infection CB17 SCID mice develop splenomegaly,

severe hepatitis and fatal systemic inflammation. Adoptive transfer of either naive CD4+ or
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Abstract

CD8+ T cells protected R. typhi-infected CB17 SCID mice from death. CD8+ T cells lacking

IFNγ or Perforin were still protective, demonstrating that Perforin-mediated cytotoxicity is

not essential for protection. For long-term control of R. typhi IFNγ seems to be even more

critical than the cytotoxic activity. A low number of persistent bacteria was only detectable in

CB17 SCID mice that recieved Perforin-deficient CD8+ T cells. Here, R. typhi was predomi-

nantly found in the brain.

Immune CD4+ T cells produced increased amounts of IFNγ and TNFα, induced the release

of NO in R. typhi-infected macrophages and inhibited bacterial growth in vitro. Both IFNγ

and TNFα are probably important for the elimination of R. typhi. However, CD4+ T cells that

lack IFNγ still protected 30–90% of R. typhi-infected CB17 SCID mice. Immune CD4+IFNγ-/-

T cells inhibited bacterial growth in vitro and produced characteristic TH17 cytokines (IL-17

and IL-22) in addition to TNFα. Besides TNFα, these cytokines can also contribute to pro-

tection against bacterial pathogens. Contrary to the expectations, the bacteria were elimi-

nated despite the neutralisation of either TNFα or IL-17 in CB17 SCID mice that received

CD4+IFNγ-/- T cells. Furthermore, neutralisation of TNFα or IL-17 mitigated symptoms of

disease and led to enhanced survival compared to control mice. These observations indicate

synergistic pathological effects of TNFα and IL-17A and show that TH17 cells also mediate

protection against R. typhi if these harmful effects are inhibited.

With regard to vaccine development, the results of this study suggest that the induction of

CD4+ effector T cells is sufficient to provide protection against R. typhi.
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Rickettsien sind gramnegative Bakterien, deren Vermehrung ausschließlich intrazellulär statt-

findet [1]. Sie wurden nach dem amerikanischen Pathologen Howard Taylor Ricketts benannt,

der diese im Jahr 1909 erstmalig als Erreger des Rocky-Mountain-Fleckfiebers beschrieb [2].

Das natürliche Reservoir der parasitär lebenden Mikroorganismen sind Arthropoden (Ze-

cken, Flöhe, Läuse und Milben), die gleichzeitig als Vektoren dienen, und Säugetiere [3]. Die

Familie Rickettsiaceae unterteilt sich in drei Gattungen, Rickettsia, Orientia und Occidentia.

Derzeit sind mehr als zwanzig Arten bekannt, die der Gattung Rickettsia (R.) angehören [4].

Diese lassen sich aufgrund geno- und phänotypischer Eigenschaften in vier verschiedene

Gruppen einordnen (Abb. 1.1) [5]. Die artenreichste Gruppe stellt hierbei die Zeckenbissfie-

ber-Gruppe dar. Vertreter dieser Gruppe sind R. conorii, Erreger des Mittelmeer-Fleckfie-

bers, und R. rickettsii, Erreger des Rocky-Mountain-Zeckenbissfiebers. R. typhi (ursprüng-

lich R. mooserii) und R. prowazekii, die das endemische und epidemische Fleckfieber her-

vorrufen, gehören zur Gruppe der Fleckfieber-Rickettsien. Die Übertragung von R. typhi er-

folgt vornehmlich durch den Rattenfloh, während die Kleiderlaus R. prowazekii als Vektor

dient. R. felis, R. australis und R. akari besitzen sowohl Merkmale der Zeckenbissfieber- als

auch Fleckfieber-Rickettsien. Phylogenetisch sind diese Arten keiner der beiden Gruppen

eindeutig zuzuordnen. Die Erreger wurden daher in der sogenannten Übergangsgruppe zu-

sammengefasst. Die avirulenten Arten R. belli und R. canadensis gelten als Vorfahren der

Zeckenbissfieber- und Fleckfieber-Rickettsien und werden aus diesem Grund der Ahnen-

gruppe zugeteilt [6–8]. Orientia (O.) tsutsugamushi, der Erreger des Tsutsugamushi-Fiebers

ist alleiniger Vertreter der Gattung Orientia. Ursprünglich zählten die durch Milben über-

tragenen Bakterien ebenfalls zur Gattung Rickettsia. Aufgrund molekularbiologischer Unter-

schiede wurde O. tsutsugamushi später in eine eigenständige Gattung eingegliedert [9]. Occi-

dentia massiliensis ist phylogenetisch eng verwandt mit O. tsutsugamushi. Diese aus Zecken

isolierte Art wurde erst kürzlich charakterisiert und einer neuen Gattung innerhalb der Fami-

lie Rickettsiaceae zugeordnet [10].
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1 Einleitung

Abbildung 1.1: Kladogramm der Gattung Rickettsia. Einteilung der Gattung in verschiedene Gruppen auf der
Grundlage geno- und phänotypischer Merkmale (vereinfachte Darstellung nach [11, 12]).
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R. typhi ist ein obligat intrazelluläres Bakterium, dessen Vermehrung von einer eukaryoti-

schen Wirtszelle abhängig ist. Das Hauptreservoir der Bakterien stellt die Hausratte Rattus

rattus und die Wanderratte Rattus norvegicus dar [13, 14]. Darüber hinaus konnten die Rickett-

sien in anderen Nagetieren, aber auch in Opossums, Hunden und Katzen nachgewiesen wer-

den [15–20]. Eine Übertragung von R. typhi auf den Säugetierwirt erfolgt hauptsächlich durch

den Rattenfloh Xenopsylla cheopsis [13, 14]. Andere Arthropoden, wie der Katzenfloh Cteno-

cephalides felis und der Mausfloh Leptopsyllia segnis, können ebenfalls als Überträger fun-

gieren [21–23]. Die Insekten nehmen R. typhi bei einer infektiösen Blutmahlzeit auf. Infizier-

te Flöhe bleiben zeitlebens Träger der Bakterien, wodurch die Vitalität und Reproduktivität

der Vektoren jedoch nicht beeinflusst wird [24, 25]. Die Rickettsien werden zudem transova-

riell an die Folgegeneration weitergegeben [26]. Somit dienen Flöhe neben Ratten ebenfalls

als natürliches Reservoir für R. typhi. Die Bakterien vermehren sich in Darmepithelzellen des

Flohs [24, 27]. Aus dem Darmepithel wird R. typhi in das Darmlumen freigesetzt und mit dem

Kot ausgeschieden. Bei einer Blutmahlzeit werden die im Kot befindlichen Bakterien auf den

Säugetierwirt übertragen und gelangen durch Kratzen an der verwundeten Stelle in die Haut

[27, 28]. Im Kot bleiben die Bakterien über Wochen infektiös und werden vermutlich auch

aerogen verbreitet [14, 24]. Die Übertragung von R. typhi kann zudem über den Speichel in-

fizierter Flöhe erfolgen [27, 28]. Diese Infektionsroute ist allerdings von untergeordneter Be-

deutung. Der Übertragungszyklus von R. typhi ist in Abbildung 1.2 schematisch dargestellt.

Im Säugetierwirt werden die Bakterien durch induzierte Phagozytose in ihre Zielzellen auf-

genommen [29, 30]. Die initialen Zielzellen sind bislang nicht bekannt. Da sich R. typhi aus-

schließlich intrazellulär vermehrt, ist davon auszugehen, dass es nach Inokulation zu einem

2



1 Einleitung

schnellen Eintritt der Bakterien in die Zellen der Haut kommt. Dermale dendritische Zellen

und Makrophagen sind hierbei mögliche Ziele der Parasiten. Im weiteren Verlauf infiziert R.

typhi bevorzugt vaskuläre Endothelzellen [31]. Makrophagen sind ebenfalls wichtige Zielzel-

len der Rickettsien [32–35]. In den Zellen entweicht R. typhi dem Phagosom und vermehrt

sich im Zytosol der Zelle. Für die Vermehrung nutzen die Bakterien das Nährstoffangebot der

Wirtszelle. Die Lyse der Wirtszelle führt zur Freisetzung und hämatogenen Ausbreitung der

Rickettsien, wodurch die Infektion weiterer Zellen erfolgen kann. Im Blut sind die Bakterien

zudem wieder für den blutsaugenden Vektor erreichbar [36].

Im Lebenszyklus von R. typhi gilt der Mensch als Fehlwirt. Da die Übertragung von R. typhi

auf den Menschen vornehmlich über den Rattenfloh erfolgt, treten Infektionen vor allem in

Gebieten mit hohen Rattenpopulationen und niedrigen Hygienestandards auf [14, 37].

Abbildung 1.2: Übertragungszyklus von R. typhi. Das natürliche Reservoir von R. typhi sind Ratten. Die Über-
tragung der Bakterien auf den Säugetierwirt erfolgt hauptsächlich durch den Rattenfloh Xenopsylla cheopis. Ein
suburbaner Zyklus kann zusätzlich Opossums und Katzen als Wirte sowie den Katzenfloh Ctenocephalides felis
als Vektor beinhalten. Adulte Flöhe nehmen R. typhi bei einer infektiösen Blutmahlzeit auf. Die Bakterien ver-
mehren sich im Darmepithel der Flöhe und werden mit dem Kot ausgeschieden. Bei einer erneuten Blutmahlzeit
wird der kontaminierte Kot auf den Säugetierwirt übertragen, und R. typhi wird durch Kratzen in die verwundete
Stelle eingebracht. Eine Übertragung der Bakterien findet darüber hinaus auch transovariell statt, indem adulte
Weibchen die Rickettsien an die Folgegeneration weitergeben (modifiziert nach [38])
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❊♣✐❞❡♠✐♦❧♦❣✐❡

R. typhi ist der Erreger des endemischen Fleckfiebers beim Menschen. Das klinische Bild äh-

nelt dem des durch R. prowazekii ausgelösten epidemischen Fleckfiebers, wenngleich eine

Infektion mit R. typhi gewöhnlich milder verläuft. Bei einer Erkrankung treten nach einer In-

kubationszeit von 7-14 Tagen gewöhnlich grippeähnliche Symptome wie Fieber, Kopf- und

Gliederschmerzen auf [21, 39]. Übelkeit und Schüttelfrost sind weitere Symptome, die mit

dem endemischen Fleckfieber einhergehen. Bei etwa der Hälfte aller Erkrankten lässt sich im

Infektionsverlauf ein kleinfleckiger Hautausschlag verzeichnen [40, 41]. Der charakteristische

Hautausschlag, der der Krankheit ihren Namen verleiht, ist dabei vorwiegend im Rumpfbe-

reich, aber auch an den Extremitäten lokalisiert. Im Vergleich zu Rickettsienarten wie R. pro-

wazekii und R. rickettsii ist R. typhi weniger pathogen und eine Genesung stellt sich meist

innerhalb von 15 Tagen nach Auftreten der ersten Symptome ein. Dennoch kommt es in sel-

tenen Fällen zu schweren R. typhi-bedingten Erkrankungen, wovon vor allem ältere und im-

munsupprimierte Menschen betroffen sind [28, 42, 43]. Folgen einer disseminierten Infekti-

on können zum Beispiel Funktionsstörungen der Lunge [44–46], Milz [47–49], Leber [50, 51],

Nieren [52] und des Herzens [53] sein. Des Weiteren wurde von Entzündungen der Hirnhäu-

te [54, 55], lokal auftretenden Lähmungen [56], Gehörverlust [57, 58] und Augenkrankheiten

[59–61] berichtet. Eine Infektion mit R. typhi kann unter Umständen auch tödlich verlaufen

[62, 63]. Die Letalitätsrate ist mit unter 5 % im Vergleich zu einer Infektion mit R. prowazekii

(20 - 30 %) jedoch relativ gering [21, 36, 64]. Endemisches Fleckfieber wird meist indirekt über

den Nachweis spezifischer Antikörper im Blut diagnostiziert. Wird die Erkrankung rechtzeitig

erkannt, kann sie mit Antibiotika, wie Doxycyclin und Chloramphenicol, behandelt werden

[65]. Aufgrund der unspezifischen Symptomatik und des geringen Bekanntheitsgrads wird

das endemische Fleckfieber jedoch häufig fehldiagnostiziert [39, 66]. Ein Impfstoff steht der-

zeit nicht zur Verfügung. Die einzige präventive Maßnahme, die gegenwärtig getroffen wer-

den kann, um das Auftreten R. typhi-bedingter Krankheiten zu minimieren, ist die Verwen-

dung von Bettnetzen und der Einsatz von Insektiziden und Rodentiziden zur Bekämpfung

der Flöhe und ihrer Wirte in endemischen Gebieten.

Infektionen mit R. typhi treten weltweit auf. Endemische Gebiete sind vorwiegend Küstenre-

gionen mit gemäßigtem oder subtropischem Klima [21, 28]. Während der ersten Hälfte des

20. Jahrhunderts kam es zu einer Vielzahl von R. typhi-Infektionen in den USA. So wurden

allein in den 40er Jahren des zwanzigsten Jahrhunderts tausende Fälle dokumentiert [24].

Durch Schädlingsbekämpfungsprogramme konnte die Anzahl der Neuinfektionen deutlich

reduziert werden [24, 67, 68]. Dennoch wurden in den 80er Jahren allein in Texas mehr als 300

Fälle von endemischem Fleckfieber diagnostiziert [69]. Serologische Untersuchungen und

Fallbeispiele der letzten 15 Jahre zeigten, das endemische Fleckfieber ist längst kein Relikt

der Vergangenheit. Neuinfektionen treten weiterhin in allen Teilen der Welt auf [22, 43, 70–
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93]. Eine systematische Analyse aktueller Fallstudien ergab, dass vor allem Bewohner länd-

licher Regionen vom endemischen Fleckfieber betroffen sind [94]. In diesen Regionen kom-

men eine Vielzahl von Säugetieren vor, die als Reservoirwirte dienen können. Von einem en-

gen Kontakt zu einem Tier berichteten jedoch weniger als die Hälfte aller Patienten [94]. Die

höchste Seroprävalenz von R. typhi, die in der gegenwärtigen Literatur beschrieben wird, ließ

sich in bergigen Kaffeeanbaugebieten im Zentrum Kolumbiens nachweisen [95]. R. typhi-

spezifische Antikörper konnten hier in 25,2 % der untersuchten Personen detektiert werden.

Innerhalb Europas sind Kreta (165 Fälle, 1993 - 2008) und Zypern (193 Fälle, 2000 - 2008)

bekannte Endemiegebiete [96, 97]. Zudem wurde in den letzten Jahren eine Zunahme der

Seroprävalenz bei Obdachlosen in Frankreich beobachtet. Waren in den Jahren 2000 bis 2003

nur 0,54 % seropositiv für R. typhi, konnten im Zeitraum von 2010 bis 2012 bei 22 % der Un-

tersuchten spezifische Antikörper nachgewiesen werden [98, 99]. Auch wenn die Anzahl an

diagnostizierten Infektionen in Deutschland bislang gering ist, wird das endemische Fleck-

fieber immer häufiger bei Reisenden diagnostiziert, die aus Endemiegebieten zurückkehren

[100–102].

✶✳✸ ❉✐❡ ■♠♠✉♥❛♥t✇♦rt ❣❡❣❡♥ü❜❡r ❘✐❝❦❡tts✐❡♥

Rickettsiosen, wie das endemische Fleckfieber, können mit Antibiotika behandelt werden.

Impfstoffe als Präventionsmaßnahme stehen bislang jedoch nicht zur Verfügung. Aufgrund

steigender Fallzahlen, dem Risiko der Resistenzentwicklung, und nicht zuletzt weil Rickett-

sien zu den potentiellen Biowaffen zählen, ist die Entwicklung eines Impfstoffs von großer

Bedeutung. Die Impfstoffentwicklung erfordert Kenntnisse über Immunmechanismen, die

zum Schutz vor der Erkrankung oder auch zur Pathologie beitragen. Über die Immunmecha-

nismen, die bei der Abwehr von R. typhi von Bedeutung sind, ist bislang jedoch nur wenig

bekannt. Die meisten immunologischen Erkenntnisse beruhen auf Untersuchungen, die mit

Rickettsien der Zeckenbissfieber-Gruppe erfolgten. Diese wurden in erster Linie mithilfe von

Mausmodellen erzielt, die im Folgenden näher erläutert werden.

✶✳✸✳✶ ▼❛✉s♠♦❞❡❧❧❡ ❢ür ❞✐❡ ■♥❢❡❦t✐♦♥ ♠✐t ❘✐❝❦❡tts✐❡♥

Geeignete Infektionsmodelle zeichnen sich durch verschiedene Kriterien aus. Die Versuchs-

tiere sind suszeptibel gegenüber dem Erreger und entwickeln für die Erkrankung charakteris-

tische Symptome. Im Modellorganismus findet eine Vermehrung des Erregers statt, und der

Infektionsverlauf ist reproduzierbar [103].

❲✐❧❞t②♣✲▼ä✉s❡✿ ❈✸❍✴❍❡◆✱ ❇❆▲❇✴❝ ✉♥❞ ❈✺✼❇▲✴✻

C3H/HeN-Mäuse erfüllen diese Kriterien gegenüber einer Reihe verschiedener Rickettsien-

arten, darunter R. conorii und R. typhi. Im Vergleich zu einer Infektion mit R. typhi sind
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C3H/HeN-Mäuse gegenüber R. conorii anfälliger. Die Suszeptibilität der Mäuse ist hierbei

nicht nur von der Dosis, sondern auch von der Infektionsroute abhängig. Eine letale Infek-

tion kann mit beiden Rickettsienarten lediglich durch eine intravenöse Applikation erzielt

werden. Im Verlauf einer R. conorii-Infektion entwickeln C3H/HeN-Mäuse eine Meningoen-

zephalitis, Pneumonie und Hepatitis [104, 105]. Eine Infektion mit R. typhi führt bei den Mäu-

sen zu einer Enzephalitis und Pneumonie [106]. Für R. akari und R. parkeri sind C3H/HeN-

Mäuse hingegen nicht empfänglich [107, 108].

C57BL/6 und BALB/c Wildtyp-Mäuse sind gegenüber Infektionen mit den meisten Rickett-

sien einschließlich R. typhi resistent. Die Resistenz ist dabei unabhängig von der Infektions-

route [107, 109–112]. Für Studien mit R. australis sind BALB/c-Mäuse jedoch ein etabliertes

Infektionsmodell. Bei intravenöser Infektion entwickeln die Mäuse eine ausgeprägte Vasku-

litis, Pneumonie und Hepatitis [113].

Durch die Verfügbarkeit diverser Knockout-Linien sind BALB/c- und C57BL/6-Mäuse für das

Studium protektiver Immunantworten gegenüber Rickettsien dennoch interessant. Insbe-

sondere immundefiziente BALB/c- und C57BL/6-Mäuse, die keine T- und B-Zellen ausbil-

den können, haben sich als geeignete Modelle für die Infektion mit R. typhi herausgestellt

[114, 115]. Diese Infektionsmodelle wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet und wer-

den im Folgenden näher beschrieben.

❉✐❡ ❈✺✼❇▲✴✻ ❘❆●✶✲✴✲✲▼❛✉s

C57BL/6 RAG1-/--Mäuse sind aufgrund einer Mutation im rekombinationsaktivierenden

Gen 1 (RAG1) nicht in der Lage, funktionelle T- und B-Zellen zu generieren [116]. Den Mäusen

stehen daher lediglich die Mechanismen des angeborenen Immunsystems zur Verteidigung

zur Verfügung. Eine Infektion mit R. typhi verläuft in diesen Mäusen, wie die mit R. conorii

[104], zuerst ohne erkennbare Symptome [114]. Monate nach der R. typhi-Infektion kommt

es jedoch zu einer massiven Expansion der Bakterien im Gehirn der Mäuse. Die damit einher-

gehende Entzündung des Gehirns führt zunächst zu leichten motorischen Auffälligkeiten wie

Gleichgewichts- und Koordinationsstörungen. Bei einigen Tieren ist eine monolaterale Trü-

bung der Augenlinse zu beobachten. Im weiteren Verlauf zeigen sich Schlaganfall-ähnliche

Symptome und fortschreitende Lähmungserscheinungen, die schließlich zum Tod der Mäu-

se führen [114]. Im ZNS der infizierten Mäuse lässt sich eine Zunahme und Akkumulation

aktivierter Mikroglia sowie ein Verlust von Neuronen detektieren. Gehirn und Rückenmark

weisen zudem eine erhöhte Infiltration von Makrophagen aus der Peripherie auf. Diese Zel-

len beinhalten R. typhi und exprimieren iNOS [114]. Der tödliche Ausgang der Infektion ist in

diesem Modell unabhängig von der Infektionsroute und wird nach intravenöser wie subkuta-

ner Injektion beobachtet. Eine subkutane Infektion kommt der natürlichen Infektionsroute

sehr viel näher und wird daher der intravenösen Applikation vorgezogen.

Eine ZNS-Beteiligung bei einer Infektion mit R. typhi wird auch beim Menschen beobach-
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tet. Bakterielle ZNS-Erkrankungen sind in Laos sogar relativ häufig auf R. typhi-Infektionen

zurückzuführen [117]. Meningitis und Meningoenzephalitis sind hierbei die häufigsten neu-

rologischen Manifestationen. Diese treten bei etwa 2 - 5 % der am endemischen Fleckfieber

erkrankten Patienten auf [118]. In seltenen Fällen zeigen sich nach R. typhi-Infektion Funkti-

onsstörungen von Hirnnerven, Ataxie und halbseitige unvollständige Lähmungen [118, 119].

Ein erhöhter intrakranieller Druck führt bei einigen Patienten zu einem Papillenödem, das

zur Beeinträchtigung des Sehvermögens, Kopfschmerzen und Erbrechen führen kann [60,

120].

Eine R. typhi-Infektion führt bei C57BL/6 RAG1-/--Mäusen zu ähnlichen Symptomen wie die

neurologische Manifestation der Erkrankung beim Menschen. Die Mäuse stellen daher ein

geeignetes Modell für die Erforschung des endemischen Fleckfiebers dar.

❉✐❡ ❈❇✶✼ ❙❈■❉✲▼❛✉s

CB17 SCID-Mäuse, deren genetischer Hintergrund der BALB/c-Mausstamm ist, tragen Mu-

tationen in einem Gen, das für die katalytische Untereinheit der DNA-abhängigen Protein-

kinase (DNA-PKcs) kodiert. Dieses Protein ist unter anderem an der Rekombination des An-

tigenrezeptors von B- und T-Zellen beteiligt. Aufgrund der Dysfunktion der DNA-PKcs sind

CB17 SCID-Mäuse nicht in der Lage, funktionelle T- und B-Zellen auszubilden [121, 122].

Die Mäuse gleichen aus immunologischer Sicht demnach C57BL/6 RAG1-/--Mäusen. Eine

Infektion mit R. conorii äußert sich bei CB17 SCID-Mäusen mit einer leichten Hepatitis und

nimmt einen milden Verlauf [104]. Im Gegensatz dazu endet eine R. typhi-Infektion bei die-

sen Mäusen innerhalb von drei Wochen tödlich [115]. Das Krankheitsbild R. typhi-infizierter

CB17 SCID-Mäuse unterscheidet sich sehr von dem infizierter C57BL/6 RAG1-/--Mäuse. Eine

hohe Erregerlast kann bei CB17 SCID-Mäusen in allen Organen, insbesondere in der Milz, de-

tektiert werden [115]. Obwohl die Bakterien auch im Gehirn nachweisbar sind, zeigen CB17

SCID-Mäuse keine neurologischen Auffälligkeiten. Die Erkrankung äußert sich bei diesen

Mäusen durch eine vergrößerte Milz, einen schweren Leberschaden sowie eine starke syste-

mische Inflammation, die letztlich zum Tod der Mäuse führt. Ursache für die Splenomegalie

ist eine massive Akkumulation von Makrophagen und Neutrophilen [115]. Beide Zellpopu-

lationen akkumulieren ebenfalls in der Leber, wenngleich der Leberschaden allein auf die

Neutrophilen zurückzuführen ist [115].

Milz- und Leberpathologie zählen auch zum klinischen Erscheinungsbild des endemischen

Fleckfiebers beim Menschen. Eine Vergrößerung der Milz infolge einer R. typhi-Infektion

wird bei etwa 17 % der dokumentierten Fälle beobachtet [94]. Bei einem Drittel aller Pati-

enten lässt sich ein signifikanter Anstieg der Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT)-Kon-

zentration im Blut feststellen [94]. Eine erhöhte Freisetzung dieses Enzyms deutet auf eine

Erkrankung der Leber hin.

CB17 SCID-Mäuse entwickeln nach einer Infektion mit R. typhi Symptome, die dem Krank-
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heitsbild beim Menschen ähneln. Für das Studium der R. typhi-Infektion sind diese Mäuse

daher ein weiteres gut geeignetes Modell.

✶✳✸✳✷ ❉✐❡ ❛♥❣❡❜♦r❡♥❡ ■♠♠✉♥❛♥t✇♦rt ❣❡❣❡♥ü❜❡r ❘✐❝❦❡tts✐❡♥

Die Hauptzielzellen der meisten Rickettsienarten stellen Endothelzellen dar, die die Innen-

wand der Blutgefäße auskleiden [106]. Endothelzellen werden zwar nicht dem Immunsystem

zugeordnet, dennoch setzen sie nach Eintritt der Bakterien eine Reihe von Immunmechanis-

men in Gang, die zur Pathogenabwehr beitragen. So exprimieren aktivierte Endothelzellen

Zytokine (z. B. IL-1β, IL-15, TNFα), Chemokine (z. B. CXCL8, CCL2), Enzyme (z. B. iNOS) und

Adhäsionsmoleküle (z. B. VCAM-1, ICAM-1), die u. a. für die Rekrutierung und Aktivierung

von Leukozyten verantwortlich sind [123–125].

Phagozytische Zellen des angeborenen Immunsystems, wie Neutrophile, Makrophagen und

Dendritische Zellen, gehören zu den ersten Zellen, die den Ort der Infektion erreichen. Ih-

re Aufgabe besteht darin, in den Körper eingedrungene Pathogene aufzunehmen und zu

eliminieren. Pathogene können vom angeborenen Immunsystem anhand charakteristischer

molekularer Merkmale erkannt werden. Diese Strukturmotive werden Pathogen-assoziierte

molekulare Muster (PAMPs, pathogen-associated molecular patterns) genannt [126]. Zu den

PAMPs gehören z. B. Zellwandbestandteile von Bakterien wie Lipopolysaccharide (LPS), Pep-

tidoglykan und virale Nukleinsäuren. Rezeptorproteine, die eine Erkennung der mikrobiel-

len Strukturen ermöglichen, werden als Mustererkennungsrezeptoren (PRRs, pattern recog-

nition receptors) bezeichnet [126]. Zu den bekanntesten PRRs zählen die Toll-ähnlichen Re-

zeptoren (TLRs, toll-like receptors) [127]. Einer der Haupttranskriptionsfaktoren, der über

TLRs aktiviert wird, ist NF-κB (Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-

cells). NF-κB induziert die Expression von Genen, die für inflammatorische Zytokine (z. B.

IL-6, IL-12, TNFα) und kostimulatorische Moleküle (z. B. CD80, CD86) kodieren [128]. Dar-

über hinaus stimuliert NF-κB die Bildung von iNOS und folglich die Freisetzung von Stick-

stoffmonoxid (NO) [129, 130]. Die Synthese von antimikrobiellem NO ist für die Beseitigung

aufgenommener Erreger von großer Bedeutung. Makrophagen kommt hierbei eine beson-

dere Rolle zu. Neben NO produzieren die Phagozyten mikrobizide Enzyme, wie Lysozyme,

Kollagenasen und Elastasen, die ebenfalls zur Erregereliminierung beitragen [131]. Ohne Hil-

fe sind Makrophagen jedoch nicht in der Lage, Rickettsien zu eliminieren. Vielmehr zäh-

len die Phagozyten zu den Zielzellen der Bakterien. Einige Rickettsienarten, wie R. akari in-

fizieren sogar vorwiegend Makrophagen [33]. Gleiches wird auch für O. tsutsugamushi, R.

conorii und R. typhi diskutiert. O. tsutsugamushi lässt sich im Gewebe infizierter BALB/c-

Mäuse hauptsächlich in Makrophagen nachweisen [132]. In der Leber infizierter Mäuse wird

O. tsutsugamushi, aber auch R. conorii, vor allem in hepatischen Makrophagen, vermutlich

Kupffer-Zellen, detektiert [105, 133]. R. typhi kann bei CB17 SCID- und C57BL/6 RAG1-/--

Mäusen mit einer fortgeschrittenen Infektion nahezu ausschließlich in Makrophagen und
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nicht in Endothelzellen nachgewiesen werden [114, 115].

Durch eine Infektion mit Rickettsien werden Makrophagen zumindest teilweise aktiviert. R.

australis induziert in Knochenmarkmakrophagen von BALB/c-Mäusen die Freisetzung der

proinflammatorischen Zytokine IL-1β und IL-18 sowie die Aktivierung des Inflammasoms

[134]. Dieser zytosolische Multiproteinkomplex ist an der Aktivierung inflammatorischer Cas-

pasen und Entzündungsmediatoren beteiligt [135]. Zudem lässt sich im Serum R. australis-

infizierter BALB/c-Mäuse eine erhöhte Konzentration von IL-1β, IL-6 und TNFα detektieren

[113] - Zytokine, die vor allem von Makrophagen produziert werden. Des Weiteren wurde

gezeigt, dass R. akari in der Makrophagenzelllinie P338D1 und in Peritonealmakrophagen

von C3H/HeN-Mäusen die Aktivierung von NF-κB sowie die Expression von IL-1β, IL-6 und

TNFα induziert [35]. Die Aktivierung der Phagozyten erfolgt vermutlich über TLR-vermittelte

Signalwege. R. akari stimuliert in vitro TLR2 und TLR4 und führt so zur Phagozytenaktivie-

rung [136]. Der TLR4-vermittelte Signalweg scheint auch für die Eliminierung von R. conorii

wichtig zu sein. So nimmt die Infektion TLR4-defizienter C3H/HeJ-Mäuse mit einer gewöhn-

lich subletalen Dosis R. conorii einen tödlichen Verlauf [137]. TLR4-defiziente Mäuse zeigen

ebenfalls eine erhöhte Suszeptibilität für R. parkeri [108].

Makrophagen zählen zu den professionellen Antigen-präsentierenden Zellen (APZ), die eine

wichtige Schnittstelle zwischen der angeborenen und adaptiven Immunantwort darstellen

[138]. APZ nehmen Erreger und Substanzen aus dem extrazellulären Raum auf und bauen

diese im Endosom ab. Die entstandenen Peptidfragmente werden an MHC-Klasse-II-Mole-

küle gebunden und an die Zelloberfläche transportiert. Dort können die präsentierten An-

tigene von CD4+T-Zellen des adaptiven Immunsystems erkannt werden. Von APZ erhalten

T-Zellen zudem kostimulatorische Signale, die für die vollständige Aktivierung der Zellen

benötigt werden. Darüber hinaus steuern aktivierte APZ durch die Freisetzung von Zytoki-

nen die Differenzierung der T-Zellen [126]. Für die Aktivierung von APZ und folglich für die

Initiierung der adaptiven Immunantwort, die zur Eliminierung der Bakterien benötigt wird,

scheint TLR4 bei Infektionen mit Rickettsien der Zeckenbissfieber- und Übergangsgruppe

bedeutsam zu sein. Ob TLR-vermittelte Signalwege bei der Infektion mit R. typhi eine Rol-

le spielen, ist bislang nicht geklärt. Zwar wurde beschrieben, dass R. typhi die Aktivierung

von NF-κB und die Expression von IL-1β, IL-6 und TNFα in Peritonealmakrophagen von

C3H/HeN-Mäusen induziert [35], jedoch ist eine Infektion von Knochenmarkmakrophagen

aus BALB/c- oder C57BL/6-Mäusen in vitro nicht mit der Freisetzung von Zytokinen oder NO

verbunden [139, 140]. In vivo exprimieren Makrophagen und Neutrophile R. typhi-infizierter

CB17 SCID- und C57BL/6 RAG1-/--Mäuse iNOS [115]. Eine Korrelation zwischen der iNOS-

Expression und der Aufnahme der Bakterien ließ sich aber nicht feststellen. Es ist daher frag-

lich, ob R. typhi Makrophagen tatsächlich direkt über TLRs aktiviert. Vielmehr wird ange-

nommen, dass die Aktivierung der Zellen in vivo indirekt über die Freisetzung stimulierender

Faktoren durch geschädigte Zellen oder anderen Immunzellen, wie Natürliche Killerzellen
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(NK-Zellen), erfolgt [115].

Die Bildung reaktiver Stickstoffspezies wie NO führt in Makrophagen zur Inhibierung des

Rickettsienwachstums [141] und ist für die Abwehr der Bakterien in vivo von großer Bedeu-

tung. So weisen R. typhi-infizierte C3H/HeN-Mäuse mit gehemmter NO-Synthese eine deut-

lich höhere Erregerlast auf [142]. Die Freisetzung von NO kann in Makrophagen und anderen

Zellen durch Zytokine wie IFNγ und TNFα induziert werden [143–146]. Diese Zytokine wer-

den u. a. von NK-Zellen sekretiert, die ebenfalls zu den zellulären Komponenten des ange-

borenen Immunsystems gehören. NK-Zellen sind durch ihre zytotoxische Aktivität darüber

hinaus auch in der Lage, infizierte Zellen direkt abzutöten. Die Differenzierung zwischen ge-

sunden und infizierten Zellen erfolgt hierbei durch aktivatorische und inhibitorische Ober-

flächenrezeptoren der NK-Zellen [126]. Nach Aktivierung setzen NK-Zellen zytotoxische Gra-

nula frei, die Perforin und Granzyme enthalten. Die Hauptfunktion von Perforin ist das Ein-

schleusen der Granzyme in das Zytoplasma einer Zielzelle [147]. Wie genau dieser Prozess

erfolgt, ist bislang ungeklärt. In der Zielzelle induzieren Granzyme, u. a. durch die Spaltung

und Aktivierung von Caspasen, den programmierten Zelltod [148].

NK-Zellen scheinen bei der frühen Immunabwehr von Rickettsien relevant zu sein. Eine ge-

steigerte NK-Zellaktivität und eine erhöhte IFNγ-Freisetzung ließ sich bei R. conorii-infizier-

ten C3H/HeN-Mäusen zwischen dem 2. und 6. Tag und bei R. typhi-infizierten C57BL/6-

Mäusen am 2. Tag nach Infektion nachweisen [112]. Zudem führte die Depletion von NK-

Zellen bei diesen Mäusen zu einer reduzierten IFNγ-Synthese und einer erhöhten Suszeptibi-

lität [112]. Vergleichbare Beobachtungen wurden ebenfalls bei R. conorii-infizierten C57BL/6

RAG2-/-γc-/--Mäusen, denen neben T- und B-Zellen auch NK-Zellen fehlen, und NK-Zell-

depletierten CB17 SCID-Mäusen gemacht. Diese Mäuse wiesen eine erhöhte Erregerlast und

Suszeptibilität gegenüber R. conorii auf [104]. Darüber hinaus war eine R. conorii-Infektion

bei C57BL/6 RAG2-/-γc-/--Mäusen gegenüber NK-Zell-kompetenten C57BL/6 RAG2-/--Mäu-

sen mit einer verstärkten Leberpathologie und einer reduzierten IFNγ-Synthese verbunden

[104]. NK-Zellen können sowohl durch die Freisetzung ihrer Granula als auch durch die Se-

kretion von IFNγ zur Rickettsienabwehr beitragen. Die Produktion von IFNγ scheint hierbei

jedoch von größerer Bedeutung zu sein, da R. conorii-infizierte C57BL/6 RAG2-/-Perforin-/--

Mäuse ohne zytotoxische NK-Zellaktivität, im Vergleich zu C57BL/6 RAG2-/--Mäusen, erhöh-

te Mengen IFNγ freisetzten und eine geringere Bakterienlast aufwiesen [104]. Trotz reduzier-

ter Erregerlast zeigten C57BL/6 RAG2-/-Perforin-/--Mäuse nach R. conorii-Infektion eine aus-

geprägte Leberpathologie [104]. Dies deutet auf immunpathologische Effekte der NK-Zellen

hin. Welche Rolle NK-Zellen bei der Abwehr von R. typhi spielen, ist bislang nicht eindeutig

geklärt. Studien mit R. typhi-infizierten C57BL/6 RAG1-/--Mäusen haben gezeigt, dass diese

am 3. Tag nach Infektion verstärkt IFNγ produzieren, eine Depletion von NK-Zellen jedoch

keine Auswirkungen auf die IFNγ-Konzentration im Serum und den Infektionsverlauf hat

[114]. In R. typhi-infizierten CB17 SCID-Mäusen produzieren sowohl Makrophagen als auch

10
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NK-Zellen vermehrt IFNγ [115]. Trotz der Gegenwart aktivierter NK-Zellen und einer erhöh-

ten IFNγ-Freisetzung sind diese Mäuse jedoch nicht in der Lage, R. typhi abzuwehren.

✶✳✸✳✸ ❉✐❡ ❛❞❛♣t✐✈❡ ■♠♠✉♥❛♥t✇♦rt ❣❡❣❡♥ü❜❡r ❘✐❝❦❡tts✐❡♥

Das adaptive Immunsystem ist für die Abwehr von Rickettsien von essentieller Bedeutung.

Dies belegen Studien mit immundefizienten Mäusen, die im Vergleich zu immunkompe-

tenten Mäusen eine deutlich erhöhte Suszeptibilität gegenüber Infektionen mit Rickettsien

aufweisen [114, 115, 149]. Die adaptive Immunantwort wird durch B- und T-Zellen sowie den

von diesen Zellen freigesetzten löslichen Mediatoren vermittelt. B- und T-Zellen exprimie-

ren auf ihrer Oberfläche spezifische B- bzw. T-Zellrezeptoren (BZR, TZR), die der Erkennung

von Strukturen dienen, die als Antigene bezeichnet werden. Nach Antigenerkennung sekre-

tieren aktivierte B-Zellen Antikörper derselben Spezifität ihres Membran-gebundenen BZR.

Die Bindung der Antikörper an Pathogene kann deren Infektiösität neutralisieren und die-

se gleichzeitig für die Eliminierung durch Phagozyten oder Effektormechanismen wie dem

Komplementsystem markieren.

Die Bedeutung der B-Zellantwort für die Abwehr von Rickettsien ist bislang nicht eindeu-

tig geklärt. Eine passive Immunisierung von C3H/HeN SCID-Mäusen mit polyklonalem Im-

munserum aus C3H/HeN-Mäusen oder monoklonalen Antikörpern gegen die Oberflächen-

proteine OmpA oder OmpB führte zum Schutz der Mäuse vor einer letalen Dosis R. conorii

[149]. Die Antikörper-sekretierenden B-Zellen tragen demnach zur Beseitigung von R. cono-

rii bei. In Studien mit R. akari wurde hingegen gezeigt, dass ein passiver Transfer von Seren

immunisierter BALB/cnu/+-Mäuse die Überlebenswahrscheinlichkeit T-Zell-defizienter athy-

mischer BALB/cnu/nu-Mäuse nicht erhöht [150]. Ein Transfer von Milzzellen aus immunkom-

petenten Mäusen wirkte hingegen schützend. Dies lässt auf die Notwendigkeit eines T-Zell-

abhängigen Schritts bei der Bekämpfung der Rickettsien schließen.

Bei T-Zellen erfolgt die Erkennung von Antigenen über den TZR. Im Gegensatz zum BZR,

der extrazelluläre Antigene direkt binden kann, erkennt der TZR lediglich kurze Peptidfrag-

mente, die im Komplex mit MHC-Molekülen auf der Oberfläche körpereigener Zellen prä-

sentiert werden. T-Zellen lassen sich anhand von Oberflächenmolekülen in zwei Subklassen

unterteilen, CD4+ und CD8+T-Zellen. CD4+T-Zellen fungieren in erster Linie als Helferzel-

len, die durch die Freisetzung von Zytokinen die Aktivierung anderer Immunzellen fördern.

T-Helferzellen (TH) erkennen über ihren TZR Antigene, die ihnen auf der Oberfläche pro-

fessioneller APZ, wie Dendritische Zellen, Makrophagen und B-Zellen, in einem Komplex

mit MHC-Klasse-II-Molekülen, präsentiert werden. Nach Aktivierung differenzieren CD4+T-

Zellen in verschiedene Typen von Effektorzellen. Welcher Typ von CD4+T-Effektorzellen als

Reaktion auf eine Infektion gebildet wird, hängt von dem lokalen Zytokinmilieu ab [151].

Bei der Abwehr intrazellulärer Erreger sind insbesondere TH1-Zellen relevant. Diese produ-

zieren IFNγ und TNFα und fördern die Eliminierung intrazellulärer Pathogene u. a. durch
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die Aktivierung von Makrophagen [152]. Bei der Makrophagenaktivierung können IFNγ und

TNFα miteinander kooperieren und die Expression von iNOS und somit die NO-Synthese

induzieren [146]. IFNγ stimuliert darüber hinaus die Produktion von NO in Endothelzel-

len [153]. TH17-Zellen stellen einen weiteren Typ von T-Helferzellen dar, der zur Abwehr in-

trazellulärer Erreger beitragen kann. Diese Zellen zeichnen sich durch die Produktion von

IL-17, IL-22 und IL-21 aus [154]. IL-17 fördert die Produktion von Zytokinen und Chemoki-

nen, die neutrophile Granulozyten zum Infektionsherd rekrutieren [155, 156]. Diese können

vor Ort zur Eliminierung des Erregers beitragen. Des Weiteren steigert IL-17 die Produktion

von NO sowie die Freisetzung antimikrobieller Defensine in Zellen des angeborenen Immun-

systems [157, 158]. IL-22 fördert ebenfalls die Expression von Defensinen, wirkt dabei jedoch

auf Nicht-Immunzellen [159, 160]. CD4+T-Zellen, die zu TH2-Zellen differenzieren, dienen

vornehmlich der Abwehr extrazellulärer Parasiten, wie z. B. Würmer. TH2-Zellen sekretieren

Zytokine, die u. a. die Produktion von IgE-Antikörpern in B-Zellen stimuliert [161]. Parasiten-

spezifisches IgE wird von Mastzellen gebunden und führt zur Degranulation. Die dabei frei-

gesetzten Mediatoren induzieren eine lokale Entzündung, die zur Eliminierung der Parasiten

beiträgt [162].

Bei der Infektion von C3H/HeN-Mäusen mit R. conorii produzierten CD4+T-Zellen vermehrt

IFNγund TNFαund wiesen somit einen TH1-Phänotyp auf [163]. Ein Transfer immuner CD4+

T-Zellen schützte C3H/HeN-Mäuse gegenüber R. conorii und die Mäuse überlebten die In-

fektion mit einer gewöhnlich tödlichen Dosis [163]. Die u. a. von CD4+T-Zellen sekretierten

Zytokine IFNγ und TNFα sind bei der Abwehr von R. conorii von großer Bedeutung. Eine

Neutralisation von IFNγ oder TNFα war bei R. conorii-infizierten C3H/HeN-Mäusen mit ei-

nem unkontrollierten Bakterienwachstum und einer verminderten Überlebenswahrschein-

lichkeit assoziiert [142]. Swiss Webster Mäuse, die gewöhnlich resistent gegenüber einer In-

fektion mit R. conorii sind, entwickelten nach Neutralisation von IFNγ Symptome und etwa

die Hälfte der Mäuse verstarb infolge der Infektion [164]. Ein IFNγ-Defizit führte bei R. typhi-

infizierten C3H/HeN-Mäusen zur Zunahme der Erregerlast und der Sterblichkeit bei einer

normalerweise subletalen Dosis [106]. Darüber hinaus war die tödliche Dosis R. australis für

C57BL/6 IFNγ-/--Mäuse im Vergleich zu Wildtyp C57BL/6-Mäusen 100-mal geringer [165].

Eine Depletion von CD4+T-Zellen hatte bei R. conorii-infizierten C3H/HeN-Mäusen jedoch

keinen Einfluss auf den Infektionsverlauf [163]. Für die Vermittlung von Schutz sind CD4+T-

Zellen demzufolge nicht zwingend erforderlich.

Bei der Abwehr intrazellulärer Erreger wird CD8+T-Zellen eine besondere Rolle beigemes-

sen. Die Hauptfunktion von CD8+T-Zellen besteht dabei in der Erkennung und Eliminierung

infizierter Zellen. CD8+T-Zellen erkennen Antigene in einem Komplex mit MHC-Klasse-I-

Molekülen, die von nahezu allen kernhaltigen Zellen exprimiert werden [126]. MHCI-Mole-

küle präsentieren Fragmente zytosolischer Proteine, die im Proteasom der Zelle degradiert

wurden. Neben körpereigenen werden auf infizierten Zellen somit auch fremde Peptide prä-

12
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sentiert, die von CD8+T-Zellen passender Spezifität erkannt werden können [126]. Aktivierte

CD8+T-Zellen differenzieren zu zytotoxischen T-Zellen. Diese sind, ähnlich wie NK-Zellen,

in der Lage Zielzellen durch die Ausschüttung von Perforin und Granzymen zu eliminieren

[166]. Für die gezielte Abtötung von Zellen steht CD8+T-Zellen neben dem Granula-vermittel-

ten Weg ein zweiter Mechanismus zur Verfügung. Zytotoxische T-Zellen exprimieren auf ihrer

Oberfläche den sogenannten Fas-Liganden. Dieser bindet auf Zielzellen an den Zelloberflä-

chenrezeptor Fas und löst so eine Signalkaskade aus, die zur Apoptose führt [167]. Die Haupt-

funktion des Rezeptor-vermittelten Signalwegs ist die Eliminierung selbstreaktiver lympho-

ider Zellen. Bei der Beseitigung infizierter Zellen wird diesem Weg eine geringere Bedeutung

beigemessen [168]. Neben ihrer zytotoxischen Funktion sind CD8+T-Zellen, ebenso wie CD4+

T-Zellen, eine wichtige IFNγ-Quelle und können dadurch die mikrobizide Aktivität von Ma-

krophagen steigern.

CD8+T-Zellen kommt bei der Immunabwehr von Rickettsien eine entscheidende Rolle zu. Ei-

ne erhöhte zytotoxische Aktivität von CD8+T-Zellen ließ sich sowohl bei R. conorii- als auch R.

australis-infizierten C3H/HeN-Mäusen nachweisen [165]. Die Depletion dieser T-Zellpopu-

lation führte bei R. conorii- und R. typhi-infizierten C3H/HeN-Mäusen zu einer deutlich er-

höhten Bakterienlast und Sterblichkeit [106, 163]. Darüber hinaus waren C57BL/6

MHCI-/--Mäuse, die keine funktionellen CD8+T-Zellen ausbilden können, im Vergleich zu

C57BL/6 Wildtyp-Mäusen, wesentlich anfälliger gegenüber einer Infektion mit R. australis.

Hier nahm die Infektion bereits bei einer sehr geringen Dosis R. australis einen tödlichen

Verlauf [165]. Die protektive Funktion von CD8+T-Zellen zeigte sich ebenfalls in adoptiven

Transferexperimenten. R. conorii-infizierte C3H/HeN-Mäuse waren nach Applikation immu-

ner CD8+T-Zellen vor einer normalerweise tödlichen Dosis R. conorii geschützt [163].

Ob die zytotoxische Aktivität oder die Freisetzung von IFNγ für die schützende Funktion der

CD8+T-Zellen gegenüber Rickettsien von größerer Bedeutung ist, ist bislang nicht vollständig

geklärt. Für die Eliminierung von R. australis scheint die zytotoxische Aktivität der CD8+T-

Zellen die entscheidendere Rolle zu spielen. Zwar wiesen sowohl C57BL/6 Perforin-/-- als

auch C57BL/6 IFNγ-/--Mäuse eine erhöhte Suszeptibilität gegenüber R. australis auf, im Ver-

gleich waren C57BL/6 Perforin-/--Mäuse jedoch anfälliger für den Erreger [165]. Darüber hin-

aus führte ein Transfer von immunen CD8+IFNγ-/-T-Zellen in R. australis-infizierte C57BL/6

IFNγ-/--Mäuse zu einer deutlich reduzierten Erregerlast [165].

✶✳✹ ❩✐❡❧s❡t③✉♥❣ ❞❡r ❆r❜❡✐t

In den letzten Jahren wurde vermehrt von Patienten berichtet, bei denen endemisches Fleck-

fieber diagnostiziert wurde [22, 81, 84, 101, 169]. Die dokumentierten Fälle spiegeln dabei bei

weitem nicht die realen Fallzahlen wieder, da das endemische Fleckfieber aufgrund seiner

unspezifischen Symptomatik und des geringen Bekanntheitsgrads häufig unter- oder fehl-
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diagnostiziert wird. Zwar stehen nach richtiger Diagnose Antibiotika zur Behandlung des en-

demischen Fleckfiebers zur Verfügung, ein Impfstoff wurde bisher jedoch nicht entwickelt.

Mit steigenden Fallzahlen nimmt die Entwicklung eines Impfstoffs an Bedeutung zu. Die

grundlegende Voraussetzung hierfür ist das Verständnis von Immunmechanismen, die zum

Schutz vor der Erkrankung beitragen. Über die Immunabwehr gegenüber Rickettsien ist bis-

lang jedoch nur wenig bekannt. Die meisten immunologischen Erkenntnisse beruhen hierbei

auf Ergebnissen, die mit Rickettsien der Fleckfiebergruppe erzielt wurden. Ein Grund für die

unzureichende Erforschung der Immunantwort gegenüber R. typhi war ein Mangel an geeig-

neten Infektionsmodellen. In den vergangenen Jahren konnten mit T- und B-Zell-defizienten

C57BL/6 RAG1-/-- und CB17 SCID-Mäusen jedoch zwei geeignete Modelle für die Infektion

mit R. typhi etabliert werden. Anders als C3H/HeN-Mäuse, die bislang als Infektionsmodell

verwendet wurden, sind diese Mäuse hoch suszeptibel für die Infektion mit R. typhi. C57BL/6

RAG1-/-- und CB17 SCID-Mäuse eignen sich daher sehr gut, um die schützende Funktion von

Komponenten des adaptiven Immunsystems durch Substitution zu untersuchen. Da die T-

Zell-vermittelte Immunantwort für die Abwehr von R. typhi offenbar von großer Bedeutung

ist, sollte diese im Rahmen der Arbeit zunächst in C57BL/6- und BALB/c-Wildtyp-Mäusen

charakterisiert werden. Unter Verwendung verschiedener Knockout-Mauslinien und neutra-

lisierender Antikörper sollte im Anschluss analysiert werden, welche funktionellen Voraus-

setzungen für einen T-Zell-vermittelten Schutz bei einer Infektion mit R. typhi erforderlich

sind.
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Tabelle 2.1: Geräte

Gerät Hersteller

Autoklav 6464L Schlumbohm Medizintechnik, Hamburg

CO2 -Inkubator Heracell 150 Thermo Electron Corporation, Langenselbold

Digitalwaage Sartorius, Göttingen

Durchflusszytometer AccuriTM C6 Becton Dickinson, Heidelberg

Durchflusszytometer LSRII Becton Dickinson, Heidelberg

EasySep TM Magnet STEMCELL, Vancouver, Kanada

Elektronische Pipettierhilfe Accu-jet® pro Brand, Wertheim

Flüssigstickstoffbehälter AIR LIQUIDE Medical, Düsseldorf

γ-Bestrahlungsgerät STS, Braunschweig

Kühl- und Gefrieranlagen Liebherr, Bulle, Schweiz

MagniSort® Magnet eBioscience, Frankfurt am Main

Mehrkanalpipetten HTL Lab Solution, Warschau, Polen

Mikroplattenleser Dynex MRX II Dynex, Denkendorf

Mikroskop BZ9000 Keyence, Neu-Isenburg

Mikroskop CKX41SF Olympus, Hamburg

Mikroskop Wilovert Helmut Hund, Wetzlar

Nanodrop 2000c Thermo Fisher Scientific, Walham, USA

pH-Meter pH211 HANNA Instruments, Kehl am Rhein

Pipetten Eppendorf, Hamburg

Gilson, Limburg

Percellys 24-Homogenisator PEQLAB, Erlangen

Präzisionswaage Ohaus CS200 Ohaus, Parsippany, USA

Präzisionswaage SI-2002 Denver Instrument, Göttingen

Reflotron® Plus Roche, Grenzach-Wyhlen

Rotor Gene 6000 QIAGEN, Hilden

Thermomagnetrührer RET-GS IKA®-Werke, Staufen

Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg
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Sicherheitswerkbank SterilGard III Advanced The Baker Company, Stanford, USA

Sicherheitswerkbank FlowSafe® B-[MaxPro]3 130 Berner, Elmshorn

VENTANA BenchMark XT Roche, Grenzach-Wyhlen

Vortexmischer VF2 IKA®-Werke, Staufen

Wasserbad Alpha A Lauda Dr. R. Wobser, Lauda-Königshofen

Zählkammer Neubauer Paul Marienfeld, Lauda-Königshofen

Zentrifuge Heraeus Megafuge 1,0 R Thermo Electron, Langenselbold

Zentrifuge Heraeus Multifuge X3R Thermo Fisher Scientific, Walham, USA

Zentrifuge Heraeus Pico 17 Thermo Fisher Scientific, Osterode

✷✳✷ ❱❡r❜r❛✉❝❤s♠❛t❡r✐❛❧✐❡♥

Tabelle 2.2: Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller

Accu-Chek Softclix Lanzetten Roche, Grenzach-Wyhlen

Deckgläschen Engelbrecht Labortechnik, Edermünde

Einmalskalpelle B. Braun, Melsungen

Einmalspritzen Injekt® (1 ml, 2 ml, 5 ml) B. Braun, Melsungen

EDTA-Röhrchen Kabe Labortechnik, Nümbrecht-Elsenroth

Einmalkanülen Sterican® B. Braun, Melsungen

Ethanol Merck, Darmstadt

FACS-Röhrchen Sarstedt, Nümbrecht

FalconTM Röhrchen (15 ml, 50 ml) Sarstedt, Nümbrecht

Flaschenaufsatzfilter SteritopTM Merck, Darmstadt

Glaspipetten (5 ml, 10 ml, 20 ml) B. Braun, Melsungen

Kryoröhrchen Greiner Bio-One, Frickenhausen

PCR-Reaktionsgefäße QIAGEN, Hilden

Petrischalen Sarstedt, Nümbrecht

Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) Sarstedt, Nümbrecht

Polypropylenröhrchen Becton Dickinson, Heidelberg

Pipettenspitzen (10 µl, 20 µl, 200 µl, 1000 µl) Sarstedt, Nümbrecht

Reaktionsgefäße (0,5 ml, 1,5 ml) Eppendorf, Hamburg

Reaktionsgefäße (2 ml) Sarstedt, Nümbrecht

Schottflaschen Schott, Mainz

Siliciumcarbid-Partikel (60/90) Lortone, Inc., Mukilteo, USA

Spritzenfilter Whatman® Puradisc 25 GE Healthcare, Freiburg

Zellkulturplatte 6-Well Greiner Bio-One, Frickenhausen
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Zellkulturplatte 24-Well, Flachboden Greiner Bio-One, Frickenhausen

Zellkulturplatte 96-Well, U-Form Greiner Bio-One, Frickenhausen

Zellkulturflaschen (25 cm2, 75 cm2, 175cm2) Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Zellschaber Sarstedt, Nümbrecht

Zellsiebe 70 µm Becton Dickinson, Heidelberg

Zellsiebe CellTrics® 30 µm Sysmex Partec, Görlitz

Teststreifen Reflotron® GPT Roche, Grenzach-Wyhlen

✷✳✸ ❈❤❡♠✐❦❛❧✐❡♥ ✉♥❞ ❘❡❛❣❡♥③✐❡♥

Tabelle 2.3: Chemikalien und Reagenzien

Reagenz Hersteller

Ammoniumchlorid Carl Roth, Karlsruhe

Ampuwa® Fresenius, Bad Homburg

Cohn-Fraktion II Globuline Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Deisenhofen

DPBS (Dulbecco v́s Phosphate Buffered Saline) PAN-Biotech, Aidenbach

Einbettmedium Tissue Tek® Compound Sakura Finetek, Staufen

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Sigma-Aldrich, Deisenhofen

FCS (Fetal Calf Serum) PAA Laboratories, Cölbe

Formaldehydlösung 37 %ig Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Gentamycin PAA Laboratories, Cölbe

GolgiStop Becton Dickinson, Heidelberg

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-

ethansulfonsäure)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

IMDM (Iscove v́s Modified Dulbecco v́s Medium) PAA Laboratories, Cölbe

Ionomycin Sigma-Aldrich, Deisenhofen

L-Glutamin Life Technologies, Eggenstein

L929-M-CSF (Macrophage Colony-Stimulating

Factor)-Überstand

BNITM, Hamburg

N-(1-Naphthyl)ethylendiamindihydrochlorid Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Natriumazid Roche, Grenzach-Wyhlen

Natriumnitrit Sigma-Aldrich, Deisenhofen

OneComp eBeads eBioscience, Frankfurt am Main

Phorbolmyristat (PMA) Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Paraformaldehyd (PFA) Merck, Darmstadt

Pferdeserum Biochrom, Berlin
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RPMI-1640 PAA Laboratories, Cölbe

Salzsäure 25%ig Carl Roth, Karlsruhe

Sulfonamid Sigma-Aldrich, Deisenhofen

TBS (Tris-Buffered Saline) Zytomed Systems, Berlin

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Carl Roth, Karlsruhe

Triton X-100 Zytomed Systems, Berlin

Trypanblau 0,4%ig Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Ziegenserum DIANOVA, Hamburg

✷✳✹ ❑✐ts

Tabelle 2.4: Kits

Kit Hersteller

Cytofix/Cytoperm™ Solution Kit Becton Dickinson, Heidelberg

Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set eBioscience, Frankfurt am Main

LEGENDplex™ Multi-Analyte Flow Assay Kit BioLegend, London, UK

MagniSort® Mouse CD4 T cell Enrichment Kit eBioscience, Frankfurt am Main

MagniSort® Mouse CD8 T cell Enrichment Kit eBioscience, Frankfurt am Main

Precellys® Keramik-Kit PEQLAB, Erlangen

UltraView Universal DAB Detection Kit Roche, Grenzach-Wyhlen

QIAamp DNA Mini Kit QIAGEN, Hilden

Rotor-Gene SYBR® Green PCR Kit QIAGEN, Hilden

✷✳✺ ▲ös✉♥❣❡♥ ✉♥❞ P✉✛❡r

Tabelle 2.5: Lösungen und Puffer

Bezeichnung Zusammensetzung

Citratpuffer 10 mM Natriumcitrat

0,05 % Tween20

pH 6

Cohn-II-Lösung 5% Cohn-Fraktion II Globuline

in FACS-Puffer

Erythrozytenlysepuffer 10% (v/v) 0,1 M TRIS (pH 7,5)

90% (v/v) 155 mM NH4Cl
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2 Material

Einfriermedium (2x) 20% (v/v) DMSO

in FCS

FACS-Puffer 1% (v/v) FCS

0,01% (w/v) NaN3

in PBS

Griess-1-Lösung 1% (w/v) Sulfonamid

in 1M HCl

Griess-2-Lösung 0,3% (w/v)

N-(1-Naphthyl)ethylendiamindihydrochlorid

in dH2O

IMDMcomplete 500 ml IMDM

50 ml FCS

5 ml L-Glutamin

2,5 ml Gentamicin

IMDMincomplete 500 ml IMDM

50 ml FCS

5 ml L-Glutamin

PBS (20x) 2,7 M NaCl

54 mM KCl

87 mM Na2HPO4 x ddH2O

30 mM KH2PO4

pH 7,4

Zellkulturmedium (L929) 500 ml RPMI-1640

50 ml FCS

10 ml L-Glutamin

5 ml HEPES

5 ml Gentamicin
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2 Material

Zellkulturmedium (Makrophagen) 5% (v/v) Pferdeserum

10% (v/v) L929-M-CSF-Überstand

in IMDMcomplete

Zellseparationspuffer 3% (v/v) FCS

2% (v/v) 0,5 M EDTA

in PBS

✷✳✻ ❆♥t✐❦ör♣❡r

Tabelle 2.6: Antikörper

Antikörper Klon Verwendung Hersteller

anti-R. typhi BNI52 1:50 BNITM, Hamburg

anti-Maus CD3 SP7 1:100 Abcam, Cambridge, UK

anti-Maus CD4-FITC H129.19 1:200 eBioscience, Frankfurt am Main

anti-Maus CD4-PE GK1.5 1:200 Becton Dickinson, Heidelberg

anti-Maus CD8a-APC 53-6.7 1:200 BioLegend, London, UK

anti-Maus CD8a-PerCP-Cy5.5 53.6.7 1:200 eBioscience, Frankfurt am Main

anti-Maus CD11a-eFluor450 M17/4 1:200 BioLegend, London, UK

anti-Maus Granzym B-Pacific Blue GB11 1:20 BioLegend, London, UK

anti-Maus IBA1 Nr. 019-19741 1:500 Wako, Neuss

anti-Maus IL-17 in

vivo-Verwendung

13F3 500µg BioXCell, West Lebanon, USA

anti-Maus iNOS ABIN373696 1:75 Abcam, Cambridge, UK

anti-Maus IFNγ-PE/Dazzle XMG1.2 1:333,3 BioLegend, London, UK

anti-Maus KLRG1-PE 2F1/KLRG1 1:800 BioLegend, London, UK

anti-Maus TNFα-BV510 MP6-XT22 1:40 BioLegend, London, UK

anti-Maus TNFα in

vivo-Verwendung

XT3.11 500µg BioXCell, West Lebanon, USA

Histofine® Simple Stain Mouse

Max PO anti-Kaninchen

414341F Tropfen Nichirei Bioscience, Tokyo, Japan

Histofine® Simple Stain Mouse

Max PO anti-Ratte

414311F Tropfen Nichirei Bioscience, Tokyo, Japan

Isotyp Ratte IgG1 κ BV510 RTK2071 1:40 BioLegend, London, UK

Isotyp Ratte IgG1 κ PE/Dazzle RTK2071 1:333,3 BioLegend, London, UK

Isotyp IgG1 anti-HRP in

vivo-Verwendung

HRPN 500µg BioXCell, West Lebanon, USA
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✷✳✼ Pr♦t❡✐♥❡

Tabelle 2.7: Proteine

Bezeichnung Hersteller

Rekombinantes IFNγ PeproTech, Hamburg

Rekombinantes TNFα PeproTech, Hamburg

✷✳✽ ❩❡❧❧❧✐♥✐❡♥

Tabelle 2.8: Zelllinien

Zelllinie Organismus Beschreibung

L929 Maus (C3H/An) adhärent wachsende, Fibroblasten-ähnliche Zelllinie (ATCC CCL-1)

✷✳✾ ❇❛❦t❡r✐❡♥stä♠♠❡

Tabelle 2.9: Bakterienstämme

Bakterienstamm

Rickettsia typhi Wilmington (ATCC VR-144)

✷✳✶✵ ◆✉❦❧❡✐♥sä✉r❡♥

Tabelle 2.10: Nukleinsäuren

Bezeichnung Sequenz

PrsA-fw 5 v́-ACA GCT TCA AAT GGT GGG GT-3 v́

PrsA-rv 5 v́-TGC CAG CCG AAA TCT GTT TTG-3 v́
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✷✳✶✶ ▼❛✉sstä♠♠❡ ✉♥❞ ✲❧✐♥✐❡♥

Tabelle 2.11: Mausstämme und -linien

Mausstamm/-linie Herkunft

BALB/c BNITM, Hamburg

BALB/c IFNγ-/- BNITM, Hamburg

BALB/c Perforin-/- BNITM, Hamburg

BALB/c RAG2-/- UKE, Hamburg

CB17 SCID BNITM, Hamburg

C57BL/6 BNITM, Hamburg

C57BL/6 MHCI-/- BNITM, Hamburg

C57BL/6 MHCII-/- BNITM, Hamburg

C57BL/6 RAG1-/- BNITM, Hamburg

✷✳✶✷ ❙♦❢t✇❛r❡

Tabelle 2.12: Software

Software Hersteller

GraphPad Prism Version 5.02 GraphPad Software, La Jolla, USA

FlowJo 10.2 Treestar, Ashland, USA

LEGENDplex™ Version 7.0 BioLegend, London, UK

Rotor Gene 6000 Series Software QIAGEN, Hilden
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✸✳✶ ❩❡❧❧❜✐♦❧♦❣✐s❝❤❡ ▼❡t❤♦❞❡♥

✸✳✶✳✶ ❩❡❧❧③❛❤❧❜❡st✐♠♠✉♥❣

Für die Bestimmung der Lebendzellzahl wurde ein Aliquot der zu quantifizierenden Zell-

suspension mit Trypanblau (1:10) versetzt. Trypanblau durchdringt die perforierte Membran

abgestorbener Zellen und färbt diese tiefblau. Die Zellen können somit von vitalen, mikros-

kopisch hell erscheinenden, Zellen unterschieden werden. Die Zellanzahl wurde nach der

Auszählung zweier Großquadrate einer Neubauerzählkammer mit der folgenden Formel er-

mittelt:

Gesamt zel l zahl =
Anzahl der g ezähl ten Z el l en

2
∗V er dünnung s f aktor ∗104

∗Gesamt volumen

✸✳✶✳✷ ❑✉❧t✐✈✐❡r✉♥❣ ✈♦♥ ▲✾✷✾✲❩❡❧❧❡♥

Alle Arbeitsschritte der Zellkultur fanden unter sterilen Bedingungen an einer Reinluftwerk-

bank statt. Die verwendeten Materialien und Lösungen wurden entweder steril erworben

oder einer Dampf- bzw. Heißluftsterilisation unterzogen. Die Kultivierung von L929-Zellen

erfolgte in sterilem Medium bei einer Temperatur von 37 °C und einem CO2-Gehalt von 5 %.

Nach Erreichen einer Konfluenz >80 % folgte das Passagieren der Zellen. Hierbei wurde ei-

ne 1 : 2 Verdünnungsreihe in einer neuen 6-Well-Zellkulturplatte (5 ml/Well) angefertigt. Die

Zellkultur wurde in regelmäßigen Abständen bezüglich ihrer Morphologie, Zelldichte und

eventuell auftretender Kontaminationen mikroskopisch betrachtet.

✸✳✶✳✸ ❑✉❧t✐✈✐❡r✉♥❣ ✉♥❞ ■s♦❧✐❡r✉♥❣ ✈♦♥ ❘✳ t②♣❤✐

Die Kultivierung von R. typhi erfolgte in L929-Zellen. Diese wurden einen Tag vor der Infek-

tion γ-bestrahlt (1966 rad, 560 sec) und in Zellkulturflaschen (1x107Zellen/175 cm2 Flasche)

mit Antibiotika-freiem Zellkulturmedium ausgesät. Darauf folgte die Inokulation der Zellen

mit R. typhi (1-10 µl Überstand einer Vorkultur). Nach weiteren 24 Stunden wurde das Me-

dium gewechselt und der Infektionsstatus der Zellen regelmäßig mikroskopisch begutachtet.

Abhängig vom Fortschritt der Infektion wurden die Bakterien 4 bis 7 Tage nach Inokulation
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aus den Zellen isoliert. Hierfür wurden die Zellen mithilfe eines Zellschabers vom Zellkul-

turflaschenboden gelöst und inklusive des Überstands in 50 ml-Reaktionsgefäße überführt.

Die Zellen wurden pelletiert (5 min, 272 x g, 4 °C), mit Antibiotika-freiem Zellkulturmedium

(1,5 ml/1x107 Zellen) resuspendiert und vereint. Anschließend erfolgte die Verteilung der

Zellsuspension auf 2 ml-Reaktionsgefäße, in denen 200 µl Siliciumcarbid-Partikel vorgelegt

waren. Die Zellen wurden unter Verwendung eines Vortexmischers (1 min, 2500 min-1) auf-

geschlossen und die Bakterien durch einen Spritzenfilter (2 µm) von größeren Zellbestand-

teilen separiert. Die Suspension wurde zentrifugiert (5 min, 6200 x g, RT) und die Bakterien in

FCS aufgenommen (2 ml/175 cm2Zellkulturflasche). In Kryoröhrchen wurde die Bakterien-

suspension 1 : 1 mit Einfriermedium vermengt und zunächst für 24 h in der Stickstoffdampf-

phase gelagert. Die langfristige Aufbewahrung der Bakterien erfolgte in flüssigem Stickstoff.

Der R. typhi-Gehalt in den Röhrchen wurde mittels qPCR bestimmt (Abschn. 3.2.5).

✸✳✶✳✹ Prä♣❛r❛t✐♦♥ ♠✉r✐♥❡r ▼✐❧③③❡❧❧❡♥

Die Milz wurde unter sterilen Bedingungen entnommen und mithilfe eines Spritzenstempels

in PBS homogenisiert. Die Zellsuspension wurde durch ein Zellsieb (70 µm) gegeben und zen-

trifugiert (5 min, 272 x g, 4 °C). Anschließend erfolgte die Lyse der Erythrozyten. Hierfür wurde

das Zellpellet in 5 ml Erythrozytenlysepuffer aufgenommen und für 5 min inkubiert. Die Re-

aktion wurde durch die Zugabe von 15 ml PBS gestoppt. Nach zweimaligem Waschen mit

PBS wurde das Pellet in Zellkulturmedium aufgenommen und die Zellzahl ermittelt (Abschn.

3.1.1).

✸✳✶✳✺ Prä♣❛r❛t✐♦♥ ♠✉r✐♥❡r ●❡❤✐r♥③❡❧❧❡♥

Nach Organentnahme wurde das Gehirn in ein mit PBS gefülltes Well einer 6-Well-Zellkultur-

platte überführt und mit einem Spritzenstempel homogenisiert. Die Zellsuspension wurde

wiederholt durch die Kanüle (Ø 0,9 mm) einer Spritze gezogen und anschließend mit einem

Zellsieb (30 µm) filtriert. Die Zellen wurden pelletiert (5 min, 272 x g, 4°C) und in 2 ml Erythro-

zytenlysepuffer resuspendiert. Nach 5-minütiger Inkubation wurde die Lyse durch die Zuga-

be von 10 ml FACS-Puffer gestoppt. Daraufhin wurden die Zellen zweimal mit FACS-Puffer

gewaschen und für durchflusszytometrische Analysen gefärbt (Abschn. 3.2.7.3).

✸✳✶✳✻ ❆♥r❡✐❝❤❡r✉♥❣ ✈♦♥ ❚✲❩❡❧❧❡♥ ❛✉s ❞❡r ▼✐❧③

Die Anreicherung von CD4+ oder CD8+T-Zellen erfolgte durch immunomagnetische Zell-

separation. Bei diesem Verfahren werden alle unerwünschten Zellen zunächst mit einem

Biotin-gekoppelte Antikörper markiert. Durch die Zugabe Antikörper-beschichteter Magnet-

partikel, die sich gegen Biotin richten, können die markierten Zellen im Magnetfeld von den

Zielzellen separiert werden.
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Für die T-Zellanreicherung wurde die Milz entnommen und die Milzzellen, wie in Abschnitt

3.1.4 beschrieben, isoliert. Die Separation der Zellen erfolgten unter Verwendung des Magni-

Sort® CD4+ oder CD8+ T-Zellanreicherungskits der Firma eBioscience und wurde nach An-

gaben des Herstellers durchgeführt. Zur Überprüfung der T-Zellreinheit wurde der Anteil an

CD4+ und CD8+T-Zellen nach der Anreicherung durchflusszytometrisch analysiert (Abschn.

3.2.7.1).

✸✳✶✳✼ ●❡♥❡r✐❡r✉♥❣ ✈♦♥ ❑♥♦❝❤❡♥♠❛r❦♠❛❦r♦♣❤❛❣❡♥

Murine Knochenmarkstammzellen wurden aus den Ober- und Unterschenkelknochen von

C57BL/6- oder BALB/c-Mäusen gewonnen. Hierfür wurden Tibia und Femur unter sterilen

Bedingungen entnommen und mithilfe eines Skalpells vom Muskelgewebe befreit. Das Kno-

chenmark wurde im Anschluss mit einer PBS-gefüllten Spritze herausgespült und resuspen-

diert. Die Zellen wurden pelletiert (5 min, 272 x g, 4 °C) und in Zellkulturmedium aufgenom-

men. Das verwendete Zellkulturmedium enthielt den Wachstumsfaktor M-CSF (Macrophage

colony-stimulating factor), der für die Differenzierung der Zellen in Makrophagen benötigt

wird. Anschließend wurde die Zellzahl ermittelt (Abschn. 3.1.1) und 2x106 Zellen in 10 ml Me-

dium pro Petrischalen ausgesät. Alle 3 Tage erfolgte die Zugabe von 2 ml frischem Zellkultur-

medium. Nach 12-tägiger Kultivierung wurden die Makrophagen geerntet. Hierfür wurden

die Zellen mit einem Zellschaber vom Boden der Petrischale gelöst, in ein Reaktionsgefäß

überführt und zentrifugiert (5 min, 272 x g, 4°C). Das Pellet wurde zweimal mit PBS gewa-

schen und in IMDMincomplete-Medium aufgenommen. Die Zellzahl wurde bestimmt und

die Knochenmarkmakrophagen für in vitro-Versuche verwendet (Abschn. 3.1.8).

✸✳✶✳✽ ■♥❢❡❦t✐♦♥ ✈♦♥ ❑♥♦❝❤❡♥♠❛r❦♠❛❦r♦♣❤❛❣❡♥ ✉♥❞ ❑♦❦✉❧t✐✈✐❡r✉♥❣ ♠✐t

❚✲❩❡❧❧❡♥ ✉♥❞ r❡❦♦♠❜✐♥❛♥t❡♥ ❩②t♦❦✐♥❡♥ ✐♥ ✈✐tr♦

Die Infektion der Knochenmarkmakrophagen erfolgte in 24-Well-Zellkulturplatten. Hierfür

wurden zunächst 1x106Zellen pro Well in 500 µl IMDMincomplete-Medium ausgesät und für

3 h bei 37 °C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte die Zugabe von 5x106R. typhi

in 500 µl Medium. Die Zellen wurden für weitere 3 h bei 37 °C inkubiert. Freie Bakterien wur-

den anschließend durch einen Mediumwechsel entfernt. Am Folgetag wurden CD4+T-Zellen

aus naiven und immunen BALB/c- oder C57BL/6-Mäusen isoliert (Abschn. 3.1.6). 1x106 der

gereinigten T-Zellen wurden in 500 µl Medium zu den infizierten Makrophagen gegeben.

Zeitgleich erfolgte bei einigen Ansätzen die Neutralisation von IFNγ und/oder TNFα, um

so die Bedeutung der Zytokine für die T-Zell-vermittelte Aktivierung von Makrophagen zu

untersuchen. Hierfür wurden die neutralisierenden Antikörper in 500 µl Medium (10 µg/ml)

zu den Kokulturen gegeben. Kontrollansätze erhielten Medium ohne Antikörper. Nach 72 h

Kokultur wurden die Zellen mit einem Zellschaber vom Plattenboden gelöst und pelletiert
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(5 min, 6200 x g, RT). In den Zellkulturüberständen wurde die NO- und Zytokinkonzentration

(Abschn. 3.2.3 und 3.2.2) und im Pellet die Bakterienlast (Abschn. 3.2.5) bestimmt.

Der direkte Einfluss von IFNγ und TNFα auf die bakterizide Aktivität R. typhi-infizierter Ma-

krophagen wurde durch Zugabe von rekombinantem IFNγ und/oder TNFα untersucht. Hier-

zu wurden die infizierten Makrophagen mit rekombinanten Zytokinen (IFNγ 1 U/ml, TNFα

400 U/ml) anstatt mit T-Zellen inkubiert. Gleichzeitig wurde IFNγ und/oder TNFα bei eini-

gen Ansätzen, wie zuvor beschrieben, durch Antikörper neutralisiert. Auch hier erfolgte die

Analyse der NO- und Zytokinkonzentration in den Überständen sowie die Bakterienlast in

den Zellen nach einer Inkubationszeit von 72 h.

✸✳✷ ▼♦❧❡❦✉❧❛r❜✐♦❧♦❣✐s❝❤❡ ▼❡t❤♦❞❡♥

✸✳✷✳✶ ❇❡st✐♠♠✉♥❣ ❞❡r ●P❚✲❑♦♥③❡♥tr❛t✐♦♥ ✐♠ ❙❡r✉♠

Die Quantifizierung der Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) im Serum erfolgte mit dem

Reflotron-System der Firma Roche. Die Probenvorbereitung sowie die Bestimmung der GPT-

Konzentration wurde nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Durch die Analysen konn-

ten Rückschlüsse auf den Zustand der Leber gezogen werden, da eine erhöhte GPT-Konzen-

tration im Blut auf eine Schädigung des Organs hinweist.

✸✳✷✳✷ ❇❡st✐♠♠✉♥❣ ❞❡r ❩②t♦❦✐♥❦♦♥③❡♥tr❛t✐♦♥ ✐♠ ❙❡r✉♠ ✉♥❞ ✐♠

❩❡❧❧❦✉❧t✉rü❜❡rst❛♥❞

Die Analyse der Zytokinkonzentration in Seren und Zellkulturüberständen erfolgte mit dem

LEGENDplex™ Multi-Analyte Flow Assay Kit. Das Verfahren basiert auf dem Prinzip eines

Sandwich-Assays, bei dem das nachzuweisende Antigen von zwei unterschiedlichen Antikör-

pern gebunden wird. Die löslichen Zytokine binden zunächst an spezifische Bead-gekoppelte

Antikörper. Die eingesetzten Beads unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Größe und Fluores-

zenzintensität, wodurch die zeitgleiche Analyse verschiedener Zytokine ermöglicht wird. Der

Nachweis der gebundenen Zytokine erfolgt durch die Zugabe eines zweiten, biotinylierten,

Antikörpers in Kombination mit fluoreszenzmarkiertem Streptavidin. Die Fluoreszenzinten-

sität gibt folglich Aufschluss über die Menge des Analyten.

Die Untersuchung erfolgte nach Angaben des Herstellers, wobei das Volumen der eingesetz-

ten Proben und Reagenzien halbiert wurde. Für die Messung der Proben wurde das Durch-

flusszytometer Accuri C6 verwendet. Die Daten wurden mit der herstellereigenen Software

LEGENDplex™ Version 7.0 ausgewertet.
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✸✳✷✳✸ ❉❡t❡❦t✐♦♥ ✈♦♥ ❙t✐❝❦st♦✛♠♦♥♦①✐❞

Nach Aktivierung sind Makrophagen in der Lage große Mengen NO zu sekretieren, das der

Abtötung eingedrungener Pathogene dient. Die Freisetzung von NO durch Makrophagen wur-

de in Zellkulturüberständen mittels Griess-Reaktion analysiert. Bei dieser Methode wird die

Bildung von NO indirekt über die Oxidationsprodukte Nitrit und Nitrat nachgewiesen. Für

die Analyse wurde 100 µl Zellkulturüberstand in einer 96-Well-Zellkulturplatte mit je 50 µl

Griess-1- und Griess-2-Lösung versetzt. Für die Quantifizierung der NO-Produktion wurde

zusätzlich eine Standardreihe mit definierten NaNO2-Konzentrationen mitgeführt. Die Azu-

kupplung von Nitrit an das Griess-Reagenz (N-(1-Naphthyl)ethylendiamindihydrochlorid)

führt zu einer Farbreaktion, die photometrisch bei einer Wellenlänge von 540 nm quantifi-

ziert wurde.

✸✳✷✳✹ ❉◆❆✲❊①tr❛❦t✐♦♥ ❛✉s ❖r❣❛♥❡♥ ✉♥❞ ❩❡❧❧❦✉❧t✉r❡♥

Für die Isolierung von DNA aus Organen wurde das Gewebe zunächst mithilfe des Precellys®

Keramik-Kits homogenisiert. Dazu wurden 10 mg des isolierten Organs in ein Precellys-Röhr-

chen gegeben und mit 500 µl PBS versetzt. Anschließend erfolgte die Homogenisierung der

Organprobe unter Verwendung des Precellys 24-Homogenisators (6000 rpm, 2 x 45 sec). Die

DNA-Extraktion wurde daraufhin mit dem QIAamp DNA Mini Kit entsprechend den Herstel-

lerangaben durchgeführt. Eingesetzt wurden 80 µl Gewebesuspension bzw. 1x106 kultivierte

Zellen. Die Konzentration der aufgereinigten DNA-Proben wurde mit dem Spektralphotome-

ter Nanodrop® 2000c bestimmt.

✸✳✷✳✺ ◗✉❛♥t✐t❛t✐✈❡ ❘❡❛❧✲❚✐♠❡✲P♦❧②♠❡r❛s❡✲❑❡tt❡♥r❡❛❦t✐♦♥ ✭qP❈❘✮

Die quantitative Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion bezeichnet eine Methode, die der Am-

plifikation und Quantifizierung spezifischer DNA-Sequenzen dient. Im Gegensatz zur kon-

ventionellen PCR, ermöglicht die qPCR durch den Einsatz interkalierender Farbstoffe eine

Echtzeit-Quantifizierung des Amplifikats. Die Detektion von R. typhi erfolgte über die Ampli-

fikation eines 137 bp langen DNA-Fragments des PrsA-Gens (RT0565) [170]. Für die Quanti-

fizierung wurde der Farbstoff SYBR Green I eingesetzt. Tabelle 3.1 führt die, für einen qPCR-

Ansatz verwendeten, Reagenzien auf. Alle Reaktionen wurden in Duplikaten in einem Ge-

samtvolumen von je 10 µl durchgeführt. Um eventuell auftretende DNA-Kontaminationen

zu detektieren, wurde eine Wasserkontrolle mitgeführt.

27



3 Methoden

Tabelle 3.1: Reaktionsansatz für die PrsA qPCR

Reagenz Konzentration

MgCl2 1,5 mM

dNTPs 175 µM

forward Primer 100 nM

reverse Primer 100 nM

SYBR Green I 0,05x

Hotstar taq DNA Polymerase 0,025 U/µl

DNA 2 ng/µl

in H2O (Ampuwa®)

Die Quantifizierung der DNA erfolgte im Rotor Gene 6000 mit den in Tabelle 3.2 aufgeführten

Einstellungen.

Tabelle 3.2: Temperaturprofil der PrsA qPCR

Phase Temperatur / Zeit

Vorheizen 95 °C / 15 min

Denaturierung 94 °C / 20 sec

Annealing 53 °C / 30 sec 40 Zyklen

Elongation 72 °C / 20 sec

Zur Bestimmung der Anzahl an PrsA-Kopien wurde als Referenz Plasmid-DNA (pCR2.1-PrsA)

mit bekannter Kopienzahl amplifiziert. Die Auswertung der Rohdaten erfolgte mit der Rotor

Gene 6000 Series Software.

✸✳✷✳✻ ■♥ ✈✐tr♦ ❙t✐♠✉❧❛t✐♦♥ ✈♦♥ ▼✐❧③③❡❧❧❡♥

Für den Nachweis intrazellulärer Proteine wurde eine in vitro-Aktivierung der Zellen zur Sti-

mulation der Proteinproduktion vorgenommen. Hierfür wurden die Zellen in einer 96-Well-

Zellkulturplatte ausgesät (1x106 Zellen in 200 µl Zellkulturmedium) und mit PMA (10 ng/ml)

und Ionomycin (500 ng/ml) behandelt. Die gleichzeitige Zugabe des Proteintransportinhi-

bitors Monensin (GolgiStop 3,3 µl/ml) bewirkte die Akkumulation der Proteine in den Zel-

len. Nach 4-stündiger Inkubation bei 37 °C wurden die Zellkulturplatten zentrifugiert (5 min,

272 x g, 4 °C), der Überstand verworfen und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Im An-

schluss wurden die Zielproteine gefärbt und durchflusszytometrisch analysiert (Abschn.

3.2.7.1).

✸✳✷✳✼ ❉✉r❝❤✢✉ss③②t♦♠❡tr✐❡

Die Durchflusszytometrie erlaubt die Charakterisierung von Zellen anhand von Größe, Gra-

nularität sowie fluoreszenzmarkierter zellulärer Strukturen. Die zu untersuchenden Zellen
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werden hierfür durch Druck in die Messkammer des Durchflusszytometers geleitet. Dort pas-

sieren die Zellen einzeln einen Laserstrahl. Die Streuung des Lichts gibt dabei Aufschluss

über die Größe (Vorwärtsstreulich, forward scatter (FSC)) und Granularität (Seitwärtsstreu-

licht, side scatter (SSC)) der Zellen. Darüber hinaus emittieren Fluoreszenzfarbstoffe Licht

verschiedener Wellenlängen, wodurch sich zelluläre Bestandteile detektieren lassen, die di-

rekt oder durch fluoreszenzgekoppelte Antikörper markiert wurden. Bei der Verwendung ver-

schiedener Fluorochrome kann es zu einer Überlappung der Emissionsspektren und somit

zur Registrierung falsch positiver Signale kommen. Zur Korrektur spektraler Überlappungen

muss vor der Probenmessung eine Kompensation erfolgen. Die Kompensation wurde mit

OneComp eBeads von eBioscience entsprechend der Herstellerangaben durchgeführt. Um

Hintergrundsignale durch unspezifische Bindungen der verwendeten Antikörper aufzuzei-

gen, wurden Isotyp-Kontrollen mitgeführt. Die Messungen erfolgten am Durchflusszytome-

ter LSR II oder Accuri C6. Mit der Software FlowJo 10.2 wurden die Daten ausgewertet.

✸✳✷✳✼✳✶ ❉✉r❝❤✢✉ss③②t♦♠❡tr✐s❝❤❡ ❆♥❛❧②s❡ ✈♦♥ ▼✐❧③③❡❧❧❡♥

❋är❜✉♥❣ ✈♦♥ ❖❜❡r✢ä❝❤❡♥♣r♦t❡✐♥❡♥

Zur Analyse von Oberflächenmolekülen wurden 1x106 Zellen in eine 96-Well-Zellkulturplatte

oder ein FACS-Röhrchen überführt und pelletiert. Um Fc-Rezeptoren auf der Zelloberfläche

zu blockieren, wurden die Zellen für 10 min bei 4 °C mit 20 µl Cohn-II-Lösung inkubiert.

Daraufhin erfolgte die Färbung der Oberflächenproteine. Hierfür wurden die benötigten An-

tikörper in FACS-Puffer verdünnt (Tab. 2.6) und in einem Volumen von 50 µl zu den Zellen

gegeben. Nach 30-minütiger Inkubation bei 4 °C im Dunkeln wurden die Zellen zweimal mit

FACS-Puffer gewaschen (5 min, 272 x g, RT). Erfolgte im Anschluss die Färbung intrazellulärer

Proteine, wurde wie im nächsten Absatz beschrieben fortgefahren. Anderenfalls wurden die

Zellen in 150 µl 1 %igem PFA aufgenommen und durchflusszytomtrisch analysiert.

❋är❜✉♥❣ ✐♥tr❛③❡❧❧✉❧är❡r Pr♦t❡✐♥❡

Für die intrazelluläre Färbung von Proteinen wurden restimulierte Milzzellen (Abschn. 3.2.6)

unter Verwendung des Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Sets fixiert und permeabi-

lisiert. Dazu wurden 1x106 Zellen in 50 µl Fixierungs-/Permeabilisierungslösung aufgenom-

men und für 30 min bei RT inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen

zweimal mit Permeabilisierungspuffer gewaschen (5 min, 272 x g, RT). Die Färbung der in-

trazellulären Proteine erfolgte nun durch die Zugabe fluoreszenzmarkierter Antikörper. Die

verwendeten Antikörper wurden mit Permeabilisierungspuffer verdünnt (Tab. 2.6) und die

Zellen in 50 µl dieser Antikörperlösung inkubiert. Nach 30-minütiger Inkubation im Dunkeln

wurden die Zellen dreimal mit FACS-Puffer gewaschen, in 150 µl FACS-Puffer aufgenommen

und in FACS-Röhrchen überführt. Anschließend erfolgte die Analyse der Zellen am Durch-
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flusszytometer.

✸✳✷✳✼✳✷ ❉✉r❝❤✢✉ss③②t♦♠❡tr✐s❝❤❡ ❆♥❛❧②s❡ ✈♦♥ ❇❧✉t③❡❧❧❡♥

Für den Nachweis von CD4+ und CD8+T-Zellen nach adoptivem Zelltransfer wurden 10 µl

EDTA-Blut in ein FACS-Röhrchen überführt und mit 1 ml Erythrozytenlysepuffer inkubiert.

Nach 5-minütiger Inkubation wurde die Erythrozytenlyse durch Zugabe von 2 ml FACS-Puffer

gestoppt. Die Zellen wurden anschließend zweimal mit FACS-Puffer gewaschen (5 min,

272 x g, RT) und in 100 µl Antikörperlösung aufgenommen. Die verwendeten Antikörper wur-

den hierfür 1:200 in FACS-Puffer verdünnt. Nach einer Inkubationszeit von 30 min im Dun-

keln erfolgte die Zugabe von 2 ml FACS-Puffer. Die Zellen wurden pelletiert und nach zwei-

maligem Waschen mit FACS-Puffer in 150 µl 1 %igem PFA aufgenommen. Im Anschluss wur-

de der Anteil an CD4+ und CD8+T-Zellen durchflusszytometrisch analysiert.

✸✳✷✳✼✳✸ ❉✉r❝❤✢✉ss③②t♦♠❡tr✐s❝❤❡ ❆♥❛❧②s❡ ✈♦♥ ●❡❤✐r♥③❡❧❧❡♥

Für die durchflusszytometrische Analyse von Gehirnzellen wurden Aliquots der isolierten

Zellen (Abschn. 3.1.5) zunächst in 100 µl Cytofix/Cytoperm-Puffer aufgenommen und für

20 min bei 4 °C inkubiert. Die Zellen wurden zweimal mit Perm/Wash-Puffer gewaschen

(5 min, 272 x g, 4 °C) und die Fc-Rezeptoren durch Zugabe von 20 µl Cohn-II-Lösung blo-

ckiert. Danach erfolgte die intrazelluläre Färbung von R. typhi. Der hierfür verwendete Anti-

körper wurde in Perm/Wash-Puffer verdünnt (1:50) und in einem Gesamtvolumen von 20 µl

zu den Zellen gegeben. Nach 20-minütiger Inkubation wurden die Zellen mit Perm/Wash-

Puffer gewaschen (5 min, 272 x g, 4 °C). Um die gebundenen Antikörper detektieren zu kön-

nen, wurden fluoreszenzmarkierte Sekundärantikörper verwendet. Diese wurden in Perm/

Wash-Puffer verdünnt (1:100). Die Zellen wurden im Dunkeln mit 20 µl der Antikörperlösung

inkubiert (20 min, 4 °C) und zweimal mit Perm/Wash-Puffer gewaschen. Anschließend folg-

te die Färbung von Oberflächenmolekülen und intrazellulären Markern durch die Zugabe

der entsprechenden Antikörper. Die Antikörper wurden in Perm/Wash-Puffer verdünnt (Tab.

2.6) und in einem Volumen von 20 µl zu den Zellen gegeben. Nach einer Inkubationszeit von

20 min wurden die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen und für die durchflusszytometrische

Analyse in 200 µl 1 %igem PFA aufgenommen.

✸✳✷✳✽ ■♠♠✉♥❤✐st♦❝❤❡♠✐❡

Für immunhistochemische Untersuchungen wurden die entnommenen Organe zunächst in

einer 4 %igen Formaldehydlösung fixiert und in Paraffin eingebettet. Gewebeschnitte wurden

angefertigt, auf Objektträgern aufgebracht und für 20 min bei 65 °C fixiert. Das Gewebe wur-

den anschließend in Xylol für 30 min entparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe

(3 x 3 min 100 % EtOH, 3 x 3 min 96 % EtOH, 3 min 80 % EtOH, 3 min 70 % EtOH) schrittweise
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rehydriert. Die Gewebeschnitte wurden in dH2O gewaschen und zur Antigendemaskierung

für 30 min in Citratpuffer erwärmt. Die immunhistochemische Färbung des Gewebes erfolgte

mit einem Ventana BenchMark XT - Automaten. Die hierfür eingesetzten Antikörper wurden

in 5 % Ziegenserum in TBS und 0,1 % Triton X100 in Antikörper-Diluent verdünnt (Tab. 2.6).

Das Gewebe wurde für 1 h mit der Antikörperlösung inkubiert und daraufhin mit TBS ge-

waschen. Als Sekundärantikörper wurden Peroxidase-gekoppelte Antikörper verwendet. Mit

diesen Antikörpern wurde das Gewebe für 30 min inkubiert. Die Detektion erfolgte mit dem

ultraView Universal DAB Detection Kit der Firma Ventana Medical Systems. Abschließend

wurden die Gewebeschnitte mit Einbettmedium eingedeckt. Alle immunhistochemischen

Färbungen wurden am Institut für Pathologie des Universitätsklinikums Hamburg-Eppen-

dorf durchgeführt. Die Betrachtung der Gewebeschnitte erfolgte an einem BZ9000 Keyence

Mikroskop.

✸✳✸ ❚✐❡r❡①♣❡r✐♠❡♥t❡❧❧❡ ▼❡t❤♦❞❡♥

Alle tierexperimentellen Studien wurden mit weiblichen Mäusen durchgeführt, die zum Ver-

suchsbeginn ein Alter von 6-10 Wochen aufwiesen. Die Tiere wurden in einzelbelüfteten Kä-

figen (IVC, individual ventilated cages) in einer Anlage mit biologischer Sicherheitsstufe 3

gehalten.

✸✳✸✳✶ ■♥❢❡❦t✐♦♥ ✈♦♥ ▼ä✉s❡♥ ♠✐t ❘✳ t②♣❤✐

Kryokonservierte Bakterien wurden aufgetaut und zweimal mit PBS gewaschen (5 min,

6200 x g, RT). Das Pellet wurde anschließend in PBS resuspendiert. Bei allen Versuchen wur-

de eine Infektionsdosis von 1x108 R. typhi-Kopien eingesetzt. Die Bakterien wurden in einem

Volumen von 50 µl subkutan in die Schwanzbasis der Mäuse injiziert.

✸✳✸✳✷ ❇❡✉rt❡✐❧✉♥❣ ❞❡s ●❡s✉♥❞❤❡✐ts③✉st❛♥❞s

Der Gesundheitszustand der Mäuse wurde regelmäßig kontrolliert und bewertet. Da sich der

Verlauf einer R. typhi-Infektion bei Mäusen auf BALB/c- und C57BL/6-Hintergrund stark un-

terscheidet, wurde der Gesundheitszustand der Mäuse anhand verschiedener Bewertungs-

kriterien beurteilt. Bei Mäusen auf BALB/c-Hintergrund wurde der Fellzustand (0: normal,

1: im Nacken gesträubt, 2: am ganzen Körper gesträubt), die Aktivität (0: normal, 1: reduziert,

2: stark reduziert), die Körperhaltung (0: normal, 1: temporär gekrümmt, 2: permanent ge-

krümmt), die Futteraufnahme (0: normal, 1: reduziert, 2: keine) sowie der Gewichtsverlust

(0: <10 %, 1: 10-15 %, 2: >15 %) bewertet. Die Bewertung dieser Kriterien ergab einen Score

von 0 bis 10. Mäuse, die einen klinischen Score von 0 bis 4 erhielten, wurde als gesund ein-

gestuft. Bei einem Score von 5 bis 7 galten die Tiere als moderat erkrankt und bei einem Wert

ab 8 als schwer erkrankt [115].
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Kriterien für die Bewertung des Gesundheitszustands von Mäusen auf C57BL/6-Hintergrund

waren die Körperhaltung und -bewegung (0: normal, 1: Tremor, 2: Ataxie/Parese, 3: Paralyse)

sowie der Gewichtsverlust (0: <10 %, 1: 10-15 %, 2: >15 %). Hierbei ergab sich ein klinischer

Score von 0 bis 5. Wurde der Gesundheitszustand mit 0 bis 1 bewertet, galten die Mäuse als

gesund. Mäuse, die einem Wert von 2 bis 3 erhielten, wurden als moderat erkrankt und ab

einem Score von 4 als schwer erkrankt eingestuft [114].

Schwer erkrankte Mäuse sowie Tiere mit einen Gewichtsverlust von mehr als 20 % wurden

mit CO2 erlöst und dieser Zeitpunkt als Todeszeitpunkt deklariert.

✸✳✸✳✸ ❇❧✉t❡♥t♥❛❤♠❡

Der durchflusszytometrische Nachweis von T-Zellen erforderte nur sehr geringe Mengen Blut.

Hierfür wurde die Schwanzvene punktiert und das gewonnene Blut in EDTA-Röhrchen über-

führt, um so die Gerinnung zu hemmen. Das Blut für die Gewinnung von Serum wurde aus

der Vena facialis im Unterkieferbereich der Mäuse entnommen. Bei finalen Experimenten

erfolgte die Blutentnahme aus dem Herzen narkotisierter Mäuse.

Um Serum zu erhalten, wurden die Blutproben für 20 bis 30 min bei RT inkubiert und an-

schließend zentrifugiert (10 min, 5654 x g, RT). Das abgesetzte Serum wurde in ein neues Re-

aktionsgefäß überführt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

✸✳✸✳✹ ❚r❛♥s❢❡r ✈♦♥ ❚✲❩❡❧❧❡♥

Für den adoptiven Transfer von CD4+ oder CD8+T-Zellen in CB17 SCID-Mäuse wurden T-

Zellen aus naiven BALB/c-Mäusen isoliert (Abschn. 3.1.6). Die Anreicherung von T-Zellen

aus C57BL/6-Mäusen wurde am 21. Tag nach R. typhi-Infektion durchgeführt. Die gereinig-

ten Zellen wurden einen Tag vor R. typhi-Infektion in die laterale Schwanzvene der Mäuse

injiziert. Einzige Ausnahme bildete ein Experiment, bei dem der T-Zelltransfer bereits 14 Ta-

ge vor der Infektion stattfand. Um die Applikation zu vereinfachen, wurde der Schwanz der

Mäuse mit einer Rotlichtlampe erwärmt. Die Injektionsstelle wurde desinfiziert und 1x106

der gereinigten CD4+ oder CD8+T-Zellen in 50 µl PBS injiziert. Kontrollmäusen wurde PBS

anstelle von T-Zellen gespritzt. Eine Woche nach dem Transfer wurde der Anteil der T-Zellen

im Blut mittels Durchflusszytometrie analysiert (Abschn. 3.2.7.2).

✸✳✸✳✺ ■♥❥❡❦t✐♦♥ ✈♦♥ ❆♥t✐❦ör♣❡r♥

Die Neutralisation von TNFα oder IL-17 erfolgte durch die Injektion von anti-TNFα bzw. anti-

IL-17. Hierfür wurden 500 µg der neutralisierenden Antikörper in 200 µl PBS intraperitoneal

injiziert. Die TNFα-neutralisierenden Antikörper wurden ab dem 3. Tag der Infektion in ei-

nem Abstand von 3 Tagen appliziert. Anti-IL-17 wurde im 2-Tages-Rhytmus injiziert.
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✸✳✸✳✻ ❊t❤✐❦

Alle Tierversuche wurden von der Behörde für Gesundheit und Verbraucherschutz Ham-

burg (Genehmigungsnummer 88/13) genehmigt und nach den Vorgaben des deutschen Tier-

schutzgesetzes durchgeführt.

✸✳✹ ❙t❛t✐st✐❦

Die statistische Analyse der Ergebnisse wurde mit der Software GraphPad Prism (Version

5.02) durchgeführt. Der statistische Vergleich zwischen verschiedenen Gruppen erfolgte mit-

tels einfaktorieller ANOVA (Kruskal-Wallis-Test) und anschließendem Post-hoc-Test (Dunn’s

post test). Unterschiede hinsichtlich der Überlebenswahrscheinlichkeit wurden unter Ver-

wendung des Log-rank (Mantel-Cox) Tests ermittelt. In allen Grafiken sind die Mittelwerte

mit Standardfehler (SEM, Standard error of the mean) dargestellt.
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✹ ❊r❣❡❜♥✐ss❡

Das Ziel dieser Arbeit war, die Bedeutung der T-Zell-vermittelten Immunabwehr für den

Schutz gegenüber R. typhi in Mäusen zu untersuchen und Effektormechanismen zu ermit-

teln, die für diesen Schutz benötigt werden. Für die Untersuchungen wurden zwei verschie-

dene Mausinzuchtstämme verwendet. Es ist bekannt, dass sich der genetische Hintergrund

auf die Immunantwort gegenüber Pathogene auswirkt [171]. So tendiert der Mausstamm

C57BL/6 zu einer TH1-dominierten Immunantwort, während die Immunantwort von Mäu-

sen auf BALB/c-Hintergrund TH2-assoziiert ist [172]. Die Rolle von T-Zellen bei der Bekämp-

fung einer R. typhi-Infektion wurde sowohl in Mäusen auf C57BL/6- als auch BALB/c-Hinter-

grund analysiert. Der erste und zweite Abschnitt des Ergebnisteils beschreibt die T-Zellant-

wort sowie die protektive Funktion von CD4+ und CD8+T-Zellen in der R. typhi-Infektion.

Der dritte Abschnitt beschäftigt sich mit der Untersuchung von Effektormechanismen, die

für den T-Zell-vermittelten Schutz gegenüber R. typhi von Bedeutung sind.

✹✳✶ ❉✐❡ ❇❡❞❡✉t✉♥❣ ✈♦♥ ❈❉✹✰ ✉♥❞ ❈❉✽✰❚✲❩❡❧❧❡♥ ❢ür ❞❡♥

❙❝❤✉t③ ✈♦♥ ❈✺✼❇▲✴✻✲▼ä✉s❡♥ ❣❡❣❡♥ü❜❡r ❘✳ t②♣❤✐

✹✳✶✳✶ ❈✺✼❇▲✴✻✲▼ä✉s❡ ❣❡♥❡r✐❡r❡♥ ✐♠ ❱❡r❧❛✉❢ ❡✐♥❡r ❘✳ t②♣❤✐ ✲■♥❢❡❦t✐♦♥ ❡✐♥❡

❧❛♥❣❛♥❤❛❧t❡♥❞❡ ❈❉✹✰❚❍✶✲ ✉♥❞ ③②t♦t♦①✐s❝❤❡ ❈❉✽✰❚✲❩❡❧❧✲❆♥t✇♦rt

Eine R. typhi-Infektion ruft bei C57BL/6 Wildtyp-Mäusen keine Krankheitssymptome hervor.

Dennoch lassen sich auch ein Jahr nach Infektion persistierende Bakterien in verschiedenen

Organen nachweisen [114]. Die Bedeutung des erworbenen Immunsystems für die Kontrolle

der Bakterien zeigt sich deutlich bei der Infektion von C57BL/6 RAG1-/--Mäusen, denen das

adaptive Verteidigungssystem fehlt [116]. Diese B- und T-Zell-defizienten Mäuse entwickeln

Monate nach R. typhi-Infektion schwere neurologische Störungen, die letztendlich zum Tod

der Tiere führen [114]. Da es sich bei R. typhi um ein intrazelluläres Bakterium handelt, wird

vermutet, dass T-Zellen, insbesondere CD8+T-Zellen, eine bedeutende Rolle bei der Immun-

abwehr zukommt. Die T-Zellantwort im Verlauf einer R. typhi-Infektion wurde daher zuerst

in resistenten C57BL/6 Wildtyp-Mäusen charakterisiert, um so Anhaltspunkte zu erhalten,

welche Effektorzellen für den Schutz vor der Erkrankung wichtig sind. Zunächst wurde ana-

lysiert, ob sich während einer R. typhi-Infektion eine Expansion von CD4+ oder CD8+T-Zellen

nachweisen lässt. Dafür wurden Milzzellen R. typhi-infizierter C57BL/6-Mäuse zu verschie-
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denen Zeitpunkten (Tag 3, 7, 15, 21, 35) nach Infektion isoliert, mit Antikörpern gegen CD4

und CD8 gefärbt und anschließend durchflusszytometrisch analysiert. Die Kontrollmäuse

(Tag 0) wurden mit PBS behandelt. In Abbildung 4.1 sind die prozentualen Anteile der CD4+

(A) und CD8+T-Zellen (B) an der Gesamtlymphozytenpopulation dargestellt. Eine signifi-

kante Veränderung des Anteils an CD4+ bzw. CD8+T-Zellen im Vergleich zur nicht infizier-

ten Kontrollgruppe ließ sich zu keinem Zeitpunkt der Infektion feststellen. Der prozentuale

Anteil an CD4+T-Zellen lag durchschnittlich bei 19,3 ± 0,4 % und der der CD8+T-Zellen bei

13,6 ± 0,3 %. Am 7. Tag nach Infektion konnte ein leichter Anstieg der CD8+T-Zellpopulation

(16,4 ± 0,8 %) im Vergleich zur Kontrollgruppe (13,3 ± 0,4 %) verzeichnet werden, welcher je-

doch nicht signifikant war (Abb. 4.1, B). Die Bestimmung der absoluten Zellzahlen im Verlauf

der R. typhi-Infektion (Daten nicht gezeigt) deckte sich mit diesem Ergebnis. Ein Anstieg der

Gesamtzahl an CD4+ und CD8+T-Zellen wurde im Infektionsverlauf nicht beobachtet. Bei

einer R. typhi-Infektion kommt es demnach zu keiner massiven Expansion spezifischer T-

Zellen.

Abbildung 4.1: Prozentualer Anteil an CD4+ und CD8+T-Zellen in der Milz von C57BL/6-Mäusen im Verlauf
der Infektion mit R. typhi. Dargestellt ist der Anteil an CD4+ (A) und CD8+T-Zellen (B) in der Milz von C57BL/6-
Mäusen zu den aufgeführten Zeitpunkten nach R. typhi-Infektion (Mittelwert ± SEM). Kontrollmäusen (Tag 0)
wurde PBS anstelle von R. typhi injiziert. Die Daten wurden durchflusszytometrisch ermittelt. Jeder Datenpunkt
entspricht einem Individuum. Die statistische Analyse erfolgte mit Kruskal-Wallis-Test und Dunn v́s post Test.

Um eine spezifische T-Zellantwort nachzuweisen, wurde der Anteil an Antigen-erfahrenen

Effektor- und Gedächtnis-T-Zellen im Verlauf der Infektion durchflusszytometrisch unter-

sucht. Mithilfe der Marker CD11a und KLRG1 lassen sich naive CD8+T-Zellen von Antigen-

erfahrenen, die diese Oberflächenproteine verstärkt exprimieren, unterscheiden [173, 174].

In Abbildung 4.2 ist der Anteil an CD11a- und KLRG1-exprimierenden CD8+T-Zellen im In-

fektionsverlauf dargestellt. Während der Infektion konnte eine signifikante Zunahme an

CD11a-exprimierenden CD8+T-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 4.2 A). Das Maximum zeig-

te sich dabei am 7. Tag nach Infektion. Im Vergleich zur nicht infizierten Kontrolle (12,2 ±

1,2 %) ließen sich hier fast 3-mal so viele CD11a-exprimierende CD8+T-Zellen detektieren

(32,5 ± 4,0 %). Im weiteren Infektionsverlauf nahm der Anteil an Antigen-erfahrenen CD8+T-

Zellen wieder ab und erreichte 35 Tage nach der Infektion (13,5 ± 1,2 %) nahezu das Ausgangs-
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niveau. Die Analyse des Anteils an KLRG1-exprimierenden CD8+T-Zellen ergab ein ähnliches

Bild (Abb. 4.2 B). Auch hier zeigte sich der größte Anteil an terminal differenzierten CD8+T-

Zellen am 7. Tag nach Infektion (19,1 ± 4,2 %). Der prozentuale Anteil an CD8+KLRG1+T-

Zellen nahm im Vergleich zur nicht infizierten Kontrolle (1,1 ± 0,2 %) um mehr als das 17fache

zu. Nach Erreichen des Maximums am 7. Tag nach Infektion sank der Anteil an CD8+KLRG1+

T-Zellen deutlich ab. So ließen sich 15 Tage nach Infektion nur noch 2,3 ± 0,1 % KLRG1-ex-

primierende CD8+T-Zellen detektieren. Der Anteil an terminal differenzierten CD8+T-Zellen

blieb bis zum 35. Tag nach Infektion (2,3 ± 0,3 %) konstant und somit im Vergleich zur nicht

infizierten Kontrolle leicht erhöht.

Abbildung 4.2: Nachweis Antigen-erfahrener CD8+T-Zellen im Verlauf der R. typhi-Infektion in C57BL/6-
Mäusen Isolierte Milzzellen von nicht infizierten (Tag 0) und R. typhi-infizierten C57BL/6-Mäusen wurden zu
angegebenen Zeitpunkten bezüglich der Expression von CD11a (A) und KLRG1 (B) auf CD8+T-Zellen untersucht.
Gezeigt sind exemplarische Dot Plots je einer naiven und einer infizierten Maus 7 Tage nach Infektion (links). Der
prozentuale Anteil an CD8+CD11a+ bzw. CD8+KLRG1+T-Zellen ist in den Diagrammen dargestellt (rechts) (Mit-
telwert ± SEM). Jeder Datenpunkt entspricht einem Individuum. Die statistische Analyse erfolgte mit Kruskal-
Wallis-Test und Dunn v́s post Test (*p<0,05).

Anschließend wurde die Effektorfunktion der CD8+T-Zellen analysiert. Hierfür wurden iso-

lierte Milzzellen mit PMA/Ionomycin restimuliert und die Expression von IFNγ, TNFα und

Granzym B im Infektionsverlauf durchflusszytometrisch untersucht. Die Expressionsanalyse

der Effektormoleküle in CD8+T-Zellen ist in Abbildung 4.3 dargestellt.
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Abbildung 4.3: Eine R. typhi-Infektion führt bei C57BL/6-Mäusen zur Induktion einer zytotoxischen CD8+T-
Zellantwort. CD8+T-Zellen aus der Milz R. typhi-infizierter C57BL/6-Mäuse wurden nach in vitro Restimulati-
on mit PMA/Ionomycin hinsichtlich ihrer IFNγ- (A), TNFα- (B) und Granzym B-Expression (C) analysiert. Ge-
zeigt sind exemplarisch Dot Plots der durchflusszytometrischen Expressionsanalyse von je einer naiven und ei-
ner R. typhi-infizierten Maus am 7. Tag nach Infektion (links). Die Frequenz der Effektorprotein-exprimierenden
CD8+T-Zellen ist in den Diagrammen dargestellt (rechts) (Mittelwert ± SEM). Jeder Datenpunkt entspricht einem
Individuum. Die statistische Analyse erfolgte mit Kruskal-Wallis-Test und Dunn v́s post Test (*p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001).

In Übereinstimmung mit der Frequenzanalyse von Antigen-erfahrenen CD8+T-Zellen (Abb.

4.2) zeigte sich das Maximum IFNγ-exprimierender CD8+T-Zellen (20,5 ± 2,2 %) ebenfalls

7 Tage nach Infektion (Abb. 4.3 A). Während bei der nicht infizierten Kontrolle nur 7,0 ± 0,6 %

der CD8+T-Zellen IFNγ exprimierten, stieg der Anteil CD8+IFNγ+T-Zellen hier um das 3fa-

che. Die Frequenz IFNγ-exprimierender CD8+T-Zellen reduzierte sich 15 Tage nach Infekti-

on (9,3 ± 1,3 %), blieb jedoch im Vergleich zum Ausgangsniveau bis zum 35. Tag (9,5 ± 0,5 %)

leicht erhöht. Eine deutliche prozentuale Veränderung der TNFα-produzierenden CD8+T-

Zellpopulation ließ sich im Infektionsverlauf nicht beobachten (Abb. 4.3 B). Am 7. Tag nach
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R. typhi-Infektion zeigte sich ebenfalls eine signifikante Zunahme an zytotoxischen CD8+T-

Zellen (Abb. 4.3 C). Im Vergleich zur naiven Kontrollgruppe (0,9 ± 0,1 %) konnte zu diesem

Zeitpunkt (9,2 ± 1,2 %) ein 10-mal höherer Anteil an Granzym B-exprimierenden CD8+T-

Zellen nachgewiesen werden. Im weiteren Verlauf nahm der Anteil zytotoxischer CD8+T-Zel-

len zunächst deutlich ab. Am 35. Tag nach Infektion (1,9 ± 0,1 %) war jedoch wieder ein leich-

ter, wenn auch nicht signifikanter, Anstieg Granzym B-produzierender CD8+T-Zellen zu ver-

zeichnen.

Antigen-erfahrene CD4+T-Zellen zeichnen sich im Vergleich zu naiven CD4+T-Zellen eben-

falls durch eine erhöhte Expression von CD11a aus [175, 176]. Eine signifikante Verände-

rung der CD11a-Expression auf CD4+T-Zellen ließ sich im Verlauf einer R. typhi-Infektion

nicht nachweisen (Abb. 4.4). Tendenziell war der Anteil an CD4+CD11a+T-Zellen in infizier-

ten Mäusen jedoch leicht erhöht und ein Maximum konnte am 7. Tag nach Infektion beob-

achtet werden. Die Frequenz von CD4+KLRG1+T-Zellen im Infektionsverlauf wurde nicht un-

tersucht, da die Expression dieses Markers auf CD4+T-Zellen bei Mäusen der untersuchten

Altersgruppe (6-10 Wochen) sehr gering ist und auch im Verlauf anderer Infektionen nicht

ansteigt [177].

Abbildung 4.4: Expression von CD11a auf CD4+ T-Zellen im Verlauf der R. typhi-Infektion in C57BL/6-Mäusen.
CD4+T-Zellen aus der Milz von nicht infizierten (Tag 0) und R. typhi-infizierten C57BL/6-Mäusen wurden hin-
sichtlich ihrer CD11a-Expression zu den aufgeführten Zeitpunkten durchflusszytometrisch analysiert. Gezeigt
sind repräsentative Dot Plots für die Färbung von CD4+CD11a+ Milzzellen einer naiven und einer R. typhi-
infizierten Maus am 7. Tag nach Infektion (links). Die prozentualen Anteile an CD11a-exprimierenden CD4+T-
Zellen im Verlauf der Infektion sind im Diagramm dargestellt (rechts) (Mittelwert ± SEM). Jeder Datenpunkt ent-
spricht einem Individuum. Die statistische Analyse erfolgte mit Kruskal-Wallis-Test und Dunn v́s post Test.

Das Ergebnis der Expressionsanalyse von IFNγ, TNFα und Granzym B in CD4+T-Zellen ist in

Abbildung 4.5 dargestellt. Im Verlauf der R. typhi-Infektion konnte in diesen Zellen ein sig-

nifikanter Anstieg der IFNγ-Produktion verzeichnet werden (Abb. 4.5 A). Im Vergleich zur

nicht infizierten Kontrolle (5,1 ± 0,3 %) ließ sich 7 Tage nach der Infektion (13,8 ± 0,9 %)

ein fast 3-mal so hoher Anteil IFNγ-exprimierender CD4+T-Zellen nachweisen. Der Anteil

der IFNγ-Produzenten sank im weiteren Infektionsverlauf, blieb jedoch, verglichen zur Kon-

trolle bis zum 35. Tag (8,3 ± 0,8 %), leicht erhöht. Eine signifikante Veränderung der TNFα-

Expression in CD4+T-Zellen konnte zu keinem Zeitpunkt der Infektion beobachtet werden
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(Abb. 4.5 B). Dennoch war ein kontinuierlicher Anstieg der TNFα-synthetisierenden CD4+T-

Zellen bis zum 35. Tag nach Infektion detektierbar. Der Anteil an Granzym B-exprimierenden

CD4+T-Zellen blieb im Infektionsverlauf unverändert (Abb. 4.5 C). Ein Anstieg der zytotoxi-

schen Aktivität der CD4+T-Zellen konnte im Verlauf der R. typhi-Infektion demnach nicht

nachgewiesen werden.

Abbildung 4.5: Im Verlauf einer R. typhi-Infektion generieren C57BL/6-Mäuse eine CD4+TH1-Antwort. Milz-
zellen von nicht infizierten und R. typhi-infizierten C57BL/6-Mäusen wurden in vitro mit PMA/Ionomycin resti-
muliert. Die Effektormoleküle IFNγ (A), TNFα (B) und Granzym B (C) wurden intrazellulär gefärbt und deren Ex-
pression in CD4+T-Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Exemplarisch werden für die jeweilige Färbung Dot
Plots einer naiven und einer infizierten Maus am 7. Tag nach Infektion gezeigt. In den Diagrammen ist der An-
teil der Effektormolekül-exprimierenden CD4+T-Zellen zu den aufgeführten Zeitpunkten dargestellt (Mittelwert
± SEM). Jeder Datenpunkt entspricht einem Individuum. Die statistische Analyse erfolgte mit Kruskal-Wallis-Test
und Dunn v́s post Test (***p<0,001).

Diese Daten zeigen, dass in C57BL/6-Mäusen im Verlauf der R. typhi-Infektion eine CD4+TH1-

Antwort eingeleitet wird, die durch eine gesteigerte Expression von IFNγ gekennzeichnet ist.

Darüber hinaus kommt es zur Bildung zytotoxischer CD8+T-Zellen, die IFNγ und Granzym B
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exprimieren.
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Nachdem gezeigt wurde, dass C57BL/6-Mäuse im Verlauf einer R. typhi-Infektion funktionel-

le CD4+ und CD8+T-Zellen generieren, sollte als nächstes untersucht werden, welchen Bei-

trag CD4+ und CD8+T-Zellen zum Schutz vor der Erkrankung leisten. Hierfür wurden zuerst

MHCI- bzw. MHCII-defiziente C57BL/6-Mäuse infiziert. Die Abwesenheit von

MHCI oder MHCII führt zu einer defekten Ontogenese von CD8+ bzw. CD4+T-Zellen, da für

das Überleben und die Reifung dieser T-Zellpopulationen der Kontakt des TZR zum MHC-

Komplex notwendig ist. Somit führt das Unvermögen, MHCI-Moleküle zu exprimieren, zum

Fehlen von CD8+T-Zellen [178, 179] und eine defekte MHCII-Synthese zur Abwesenheit von

CD4+T-Zellen [180, 181]. Die Infektion MHCI- bzw. MHCII-defizienter Mäuse kann dem-

nach Aufschluss darüber geben, ob CD4+ und/oder CD8+T-Zellen für den Schutz vor der Er-

krankung verantwortlich sind. Es wurden daher sowohl C57BL/6 MHCI-/-- als auch C57BL/6

MHCII-/--Mäuse mit R. typhi infiziert und deren Gesundheitszustand über einen Zeitraum

von 150 Tagen dokumentiert. Die Beurteilung des Gesundheitszustands erfolgte mit einem

Bewertungssystem, das ursprünglich für die Erkrankung von C57BL/6 RAG1-/--Mäusen defi-

niert wurde. Diese T- und B-Zell-defizienten Mäuse entwickeln 3 bis 4 Monate nach R. typhi-

Infektion neurologische Störungen und weisen eine hohe Erregerlast im Gehirn auf [114]. Zu

Beginn der Erkrankung zeigen C57BL/6 RAG1-/--Mäuse zunächst leichte motorische Auffäl-

ligkeiten, wie Gleichgewichts- oder Koordinationsstörungen und Tremor. Im weiteren Ver-

lauf folgen Schlaganfall-ähnliche Symptome und fortschreitende Lähmungserscheinungen,

die letztendlich zum Tod der Mäuse führen [114]. Das System zur Beurteilung der Schwere

der Erkrankung schließt sowohl den Grad der motorischen Einschränkung als auch die Ver-

änderung des Gewichts ein. Ein klinischer Score von 1 entspricht dabei einer leichten und

ein Wert von 5 einer schweren Erkrankung. Abbildung 4.6 zeigt die Überlebensrate, den kli-

nischen Score sowie die relative Gewichtsveränderung der C57BL/6 MHCI-/-- und MHCII-/--

Mäuse im Infektionsverlauf. Überraschenderweise überlebten nicht nur MHCII-defiziente

Mäuse, denen CD4+T-Zellen fehlen, sondern auch alle MHCI-defizienten Mäuse, die keine

CD8+T-Zellen besitzen, eine Infektion mit R. typhi. Bei den infizierten Mäusen beider Grup-

pen konnten zu keinem Zeitpunkt der Infektion Krankheitssymptome beobachtet werden.

Zudem war die relative Gewichtsveränderung der MHCI-/-- und MHCII-/--Mäuse im Zeitver-

lauf vergleichbar mit der nicht infizierten Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis belegt, dass nicht

nur CD8+T-Zellen, sondern auch CD4+T-Zellen einen ausreichenden Schutz gegenüber R. ty-

phi vermitteln.
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Abbildung 4.6: Sowohl CD8+ als auch CD4+T-Zellen vermitteln Schutz vor R. typhi-bedingter Erkrankung.
C57BL/6 MHCI-/-- (A) und C57BL/6 MHCII-/--Mäuse (B) wurden mit 1 x 108R. typhi (s.c.) infiziert (rot). Nicht
infizierte MHCI- bzw. MHCII-defiziente Mäuse wurden zur Kontrolle verwendet (schwarz). Gezeigt ist die Über-
lebensrate (links), der klinische Score (Mitte) und die relative Gewichtsveränderung (rechts) im Verlauf der Infek-
tion. Dargestellt ist jeweils ein repräsentatives von zwei unabhängigen Experimenten (Mittelwert ± SEM; C57BL/6
MHCI-/-n.i. n=6, R.typhi n=10; C57BL/6 MHCII-/-n.i. n=11, R.typhi n=9)

Nachdem gezeigt wurde, dass sowohl CD4+ als auch CD8+T-Zellen Schutz vermitteln, stellte

sich die Frage, ob diese T-Zellpopulationen auch dann schützend wirken, wenn sich eine In-

fektion bereits etablieren konnte. Um dies herauszufinden, wurden adoptive T-Zelltransfer-

experimente in R. typhi-infizierte C57BL/6 RAG1-/--Mäuse durchgeführt. Der Aufbau dieser

Experimente ist in Abbildung 4.7 schematisch dargestellt. C57BL/6 RAG1-/--Mäuse sind in

der Lage, eine Infektion mit R. typhi über einen längeren Zeitraum zu kontrollieren. In die-

sem Zeitraum ist die Antigenkonzentration möglicherweise zu gering, um zeitnah eine effizi-

ente T-Zellantwort hervorzurufen. Aus diesem Grund wurden für den T-Zelltransfer immune

anstatt naive T-Zellen verwendet, da diese nach Antigenerkennung wesentlich schneller akti-

viert werden. Die CD4+ bzw. CD8+T-Zellen wurden 21 Tage nach Infektion aus

C57BL/6-Mäusen isoliert und zu verschiedenen Infektionszeitpunkten (Tag 45, 55 und 63)

in die laterale Schwanzvene R. typhi-infizierter C57BL/6 RAG1-/--Mäuse injiziert. Den infi-

zierten Kontrollmäusen wurde PBS anstelle von T-Zellen verabreicht.
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Abbildung 4.7: Adoptiver T-Zelltransfer in R. typhi-infizierte C57BL/6 RAG1-/--Mäuse. C57BL/6 RAG1-/--
Mäuse wurden mit 1 x 108 R. typhi (s.c.) infiziert. CD4+ oder CD8+T-Zellen wurden 21 Tage nach Infektion aus der
Milz von C57BL/6-Mäusen isoliert. Die gereinigten T-Zellen wurden den R. typhi-infizierten C57BL/6 RAG1-/--
Mäusen zu unterschiedlichen Infektionszeitpunkten (Tag 45, 55, 63) intravenös injiziert (1 x 106Zellen/Maus).
Kontrollmäuse erhielten PBS anstelle von T-Zellen.

Zunächst wurden T-Zellen 45 bzw. 55 Tage nach R. typhi-Infektion in C57BL/6 RAG1-/--Mäuse

transferiert. Beide Experimente führten zum gleichen Resultat, daher wird beispielhaft nur

das Ergebnis von dem Transfer gezeigt, der 55 Tage nach der Infektion durchgeführt wur-

de (Abb. 4.8). Um zu prüfen, ob der T-Zelltransfer erfolgreich war, wurde der Anteil CD4+ und

CD8+T-Zellen im Blut 7 Tage nach Injektion durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 4.8 A). In

allen C57BL/6 RAG1-/--Mäusen konnte die entsprechend injizierte T-Zellsubpopulation im

Blut nachgewiesen werden, wobei die T-Zellfrequenzen zwischen den einzelnen Individuen

stark variierten. Nach dem Transfer von CD4+T-Zellen machten diese 15,9 ± 12,1 % der Leu-

kozytenpopulation aus. CD8+ T-Zellen ließen sich in diesen Mäusen nicht nachweisen. Der

Anteil an CD8+T-Zellen lag im Blut der CD8+T-Zellrezipienten bei 17,8 ± 11,3 %. Die gemit-

telte T-Zellfrequenz nach CD4+ und CD8+T-Zelltransfer war demnach vergleichbar hoch. Die

R. typhi-infizierten C57BL/6 RAG1-/--Mäuse wurden über einen Zeitraum von 150 Tagen be-

obachtet und ihr Gesundheitszustand engmaschig dokumentiert (Abb. 4.8 B). Alle C57BL/6

RAG1-/--Mäuse, die T-Zellen erhalten hatten, überlebten die R. typhi-Infektion. Bei einigen

CD4+ T-Zellrezipienten kam es im Infektionsverlauf zu einer Gewichtsreduktion, die zu ei-

nem leichten Anstieg des klinischen Scores führte. Motorische oder neurologische Auffällig-

keiten ließen sich jedoch nach einem T-Zelltransfer nicht beobachten. Im Gegensatz dazu

zeigten 80 % der infizierten Kontrollmäuse starke motorische Einschränkungen sowie Ge-

wichtsverlust und mussten infolgedessen von ihrem Leiden erlöst werden.

Diese Daten zeigen deutlich, dass sowohl CD8+ als auch CD4+T-Zellen C57BL/6 RAG1-/--

Mäuse mit einer bereits etablierten Infektion vor einer tödlichen Erkrankung schützen kön-

nen.
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Abbildung 4.8: Sowohl CD8+ als auch CD4+T-Zellen schützen C57BL/6 RAG1-/--Mäuse vor neurologischer Er-
krankung nach R. typhi-Infektion. CD4+ bzw. CD8+T-Zellen wurden 21 Tage nach Infektion aus C57BL/6-
Mäusen isoliert. Die gereinigten T-Zellen wurden am 55. Tag nach R. typhi-Infektion in C57BL/6 RAG1-/--Mäuse
transferiert. Infizierte Kontrollmäuse erhielten PBS anstelle von T-Zellen. Die Frequenz der T-Zellen wurde im
Blut 7 Tage nach Transfer durchflusszytometrisch analysiert (A). Gezeigt ist exemplarisch eine Färbung der T-
Zellen in Dot Plots (links) sowie der prozentuale Anteil an CD4+ und CD8+T-Zellen in der Leukozytenpopulation
(rechts). Die Überlebensrate (links) sowie der klinische Score (rechts), als Maß für den Gesundheitszustand der
Mäuse, wurden im Verlauf der Infektion dokumentiert (B). Dargestellt ist ein Experiment (Mittelwert ± SEM, n=5).
Der statistische Vergleich der Überlebensrate erfolgte mit Log-Rank-Test (*p<0,05).

Im nächsten Experiment wurden immune CD4+ bzw. CD8+T-Zellen 63 Tage nach Infekti-

on in C57BL/6 RAG1-/--Mäuse transferiert - zu einem Zeitpunkt, ab dem die Bakterien im

Gehirn nachweisbar sind und expandieren [114]. Die Reinheit der isolierten T-Zellen wur-

de vor dem Transfer durchflusszytometrisch analysiert und betrug ca. 94 % (Abb. 4.9 A). Der

Nachweis der transferierten T-Zellen im Blut der Empfängermäuse erfolgte 7 Tage nach der

Injektion mittels Durchflusszytometrie (Abb. 4.9 B). Zu diesem Zeitpunkt ließen sich inner-

halb der Leukozytenpopulation 29,3 ± 8,2 % CD4+T-Zellen in den CD4+ T-Zellrezipienten und

22,9 ± 11,5 % CD8+T-Zellen in den CD8+T-Zellrezipienten detektieren. Die jeweils andere T-

Zellsubpopulation konnte im Blut nicht nachgewiesen werden. Wie zuvor erhielten infizier-

te Kontrollmäuse PBS anstelle von T-Zellen. Der Gesundheitszustand der Tiere wurde über

einen Zeitraum von 150 Tagen beurteilt (Abb. 4.9 C). 90 % der Kontrollmäuse erlagen der

R. typhi-Infektion innerhalb von 120 Tagen. Sie zeigten neurologische Symptome wie Tre-

mor, Koordinationsstörungen und Lähmungserscheinungen, die mit einem deutlichen Ge-

wichtsverlust einhergingen. Bei etwa 40 % der Mäuse, die CD4+T-Zellen transferiert beka-

men, ließen sich diese Krankheitssymptome im selben Zeitfenster beobachten. Auch diese

Mäuse mussten von ihrem Leiden erlöst werden. Die übrigen 60 % blieben asymptomatisch
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und überlebten die R. typhi-Infektion. Alle C57BL/6 RAG1-/--Mäuse, die 63 Tage nach der

Infektion CD8+T-Zellen erhalten hatten, zeigten dagegen zu keinem Zeitpunkt Krankheits-

symptome und überlebten die Infektion.

Abbildung 4.9: CD4+T-Zellen schützen C57BL/6 RAG1-/--Mäuse im Vergleich zu CD8+T-Zellen weniger gut,
wenn sie zu einem späten Zeitpunkt der R. typhi-Infektion transferiert werden. CD4+ und CD8+T-Zellen wur-
den 21 Tage nach Infektion aus der Milz R. typhi-infizierter C57BL/6-Mäuse isoliert. Gezeigt sind Dot Plots der
T-Zellfärbung vor und nach magnetischer Zellseparation (A). Die angereicherten Zellen wurden 63 Tage nach
Infektion in C57BL/6 RAG1-/--Mäuse transferiert. Infizierten Kontrollmäusen wurde PBS anstelle von T-Zellen
injiziert. Der Nachweis der T-Zellen erfolgte 7 Tage nach Transfer mittels Durchflusszytometrie (B). Dargestellt
sind exemplarische Dot Plots der Färbung von CD4+ und CD8+T-Zellen im Blut der Empfängermäuse. Das Dia-
gramm zeigt die statistische Auswertung des prozentualen Anteils von CD4+ und CD8+T-Zellen in der Leukozy-
tenpopulation der Empfänger- und Kontrollmäuse. Für die Überlebensrate (links) ist eine Kombination aus zwei
Experimenten dargestellt (Kontrolle n=10, CD4+n=13, CD8+ n=9). Ein repräsentatives Experiment ist für den kli-
nischen Score (rechts) gezeigt (Mittelwert ± SEM, n=5) (C). Der statistische Vergleich der Überlebensraten erfolgte
mit Log-Rank-Test (*p<0,05).
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Zusammengefasst belegen diese Daten, dass nicht nur CD8+, sondern auch CD4+T-Zellen,

vor einer R. typhi-bedingten neurologischen Erkrankung schützen. MHCI-/-- bzw. MHCII-/--

Mäuse, die für je eine der beiden T-Zellsubpopulationen defizient sind, besitzen einen

100 %igen Schutz. Auch ein Transfer von CD8+ oder CD4+T-Zellen in C57BL/6 RAG1-/--Mäuse

kann das Auftreten motorischer und neurologischer Störungen nach R. typhi-Infektion ver-

hindern. Während ein Transfer von CD8+T-Zellen unabhängig vom Transferzeitpunkt schützt,

sind CD4+T-Zellen weniger effektiv, wenn sie zu einem Zeitpunkt transferiert werden, an dem

die Infektion bereits deutlich fortgeschritten ist.
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Zur weiteren Analyse des T-Zell-vermittelten Schutzes nach Transfer wurde die Bakterien-

last in den verschiedenen Organen der Empfängermäuse unter Verwendung einer R. typhi-

spezifischen qPCR bestimmt [170]. Diese und alle weiteren Untersuchungen erfolgten in

C57BL/6 RAG1-/--Mäusen, die CD4+ oder CD8+T-Zellen am 63. Tag nach R. typhi-Infektion

erhalten hatten. Der Nachweis der Bakterien wurde 7 Tage nach T-Zelltransfer bzw. PBS-

Injektion durchgeführt (Abb. 4.10 A). Des Weiteren wurde die Erregerlast zum Todeszeitpunkt

in den Kontrollmäusen sowie Empfängermäusen bestimmt, die eine Infektion trotz Transfer

von CD4+T-Zellen nicht überlebten. Organe von Mäusen, die nach dem T-Zelltransfer asymp-

tomatisch blieben, wurden 210 Tage nach Infektion entnommen und analysiert (Abb. 4.10

B). Wie bereits aus früheren Studien bekannt ist, lässt sich bei R. typhi-infizierten C57BL/6

RAG1-/--Mäusen die höchste Erregerlast im Gehirn nachweisen [114]. Dementsprechend

konnten im Gehirn der infizierten Kontrollmäuse 70 Tage nach Infektion bereits 2 x 102R. ty-

phi-Kopien pro 20ng DNA detektiert werden, während die Bakterienlast in Rückenmark, Lun-

ge und Milz wesentlich geringer und in der Leber kaum nachweisbar war (Abb. 4.10, A). In

R. typhi-infizierten C57BL/6 RAG1-/--Mäusen, die CD8+T-Zellen injiziert bekamen, konnte

im Vergleich zur Kontrolle bereits 7 Tage nach Transfer eine signifikante Reduktion der Er-

regerlast im Gehirn, Rückenmark und in der Lunge beobachtet werden (Abb. 4.10 A). Über-

haupt ließ sich R. typhi in den ausgewählten Organen bei nur noch 40 % der CD8+T-Zellrezi-

pienten in geringer Anzahl detektieren. Ein deutlicher, jedoch nicht signifikanter Unterschied

bezüglich der Bakterienlast konnte ebenfalls zwischen der Kontrolle und den Mäusen festge-

stellt werden, die CD4+T-Zellen erhalten hatten. Eine verringerte Erregerlast zeigte sich auch

hier, 7 Tage nach T-Zelltransfer, in Gehirn, Rückenmark und Lunge. Auf die ohnehin geringe

Bakterienlast in der Milz hatte die Gegenwart von CD4+T-Zellen keine Auswirkungen.
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Abbildung 4.10: Im Vergleich zu CD8+T-Zellen eliminieren CD4+T-Zellen R. typhi weniger effizient. Die Bak-
terienlast wurde 7 Tage nach T-Zelltransfer (A) sowie zum Todeszeitpunkt bzw. zum Ende des Experiments (Tag
210 nach Infektion) (B) in Gehirn, Rückenmark, Lunge, Leber und Milz der infizierten C57BL/6 RAG1-/--Mäuse
bestimmt. Der Nachweis erfolgte mit einer R. typhi-spezifischen qPCR. Jeder Datenpunkt entspricht einem In-
dividuum. Dargestellt sind die Ergebnisse zweier unabhängiger Experimente (Mittelwert ± SEM, n= 10-12). Die
statistische Analyse erfolgte mit Kruskal-Wallis-Test und Dunn v́s post Test (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

Zum Zeitpunkt des Todes konnte in den analysierten Organen der Kontrollmäuse eine deutli-

che Zunahme der Bakterienlast im Vergleich zum 70. Tag nach Infektion verzeichnet werden

4.10 B). Im Gegensatz dazu ließ sich R. typhi in 60 % der Mäuse, die CD8+T-Zellen erhal-
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ten hatten, 210 Tage nach der Infektion nicht mehr nachweisen. In den restlichen CD8+T-

Zellrezipienten war R. typhi in geringer Anzahl ausschließlich im Gehirn und Rückenmark

detektierbar. Eine signifikant geringere Bakterienlast im Vergleich zur Kontrolle konnte auch

bei den Mäusen festgestellt werden, die CD4+T-Zellen transferiert bekamen. Überraschen-

derweise ließ sich eine reduzierte Erregerlast hier nicht nur in den überlebenden Mäusen

beobachten. In den Organen der 5 Mäuse, die der Infektion trotz T-Zelltransfers erlagen, war

R. typhi ebenfalls nicht mehr detektierbar. Am Ende des Experiments konnten in 6 der 7 über-

lebenden CD4+T-Zellrezipienten Bakterien im Rückenmark nachgewiesen werden. Drei der

Mäuse wiesen zudem eine geringe Bakterienlast im Gehirn und eine in Lunge und Leber auf.

Symptome wurden jedoch bei keiner der überlebenden Empfängermäuse beobachtet.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass immune CD4+ und CD8+T-Zellen in der La-

ge sind, R. typhi zu beseitigen. Im Vergleich zu CD4+T-Zellen eliminieren CD8+T-Zellen die

Bakterien jedoch schneller und effizienter. Beide Subpopulationen können eine R. typhi-

Infektion kontrollieren und das Auftreten der Erkrankung verhindern.
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Um Hinweise auf die Aktivität der transferierten T-Zellen zur erhalten, wurde die Serum-

Zytokin-Konzentration 7 Tage nach T-Zelltransfer bzw. PBS-Injektion in den infizierten

C57BL/6 RAG1-/--Mäusen analysiert (Abb. 4.11). Die Quantifizierung der Zytokine erfolgte

unter Verwendung eines Bead-basierten Immunassays, der die Messung von 13 verschie-

denen Analyten gleichzeitig erlaubt. Im Serum der Mäuse waren IFNγ, TNFα und IL-6 am

70. Tag nach Infektion die einzigen messbaren Zytokine. Im Vergleich zu den Kontrollmäu-

sen (413,2 ± 132,2 pg/ml) konnte in Mäusen, die CD4+T-Zellen erhalten hatten, eine erhöhte

IFNγ-Konzentration (1857,1 ± 928,1 pg/ml) nachgewiesen werden. Zudem ließ sich in CD4+

T-Zellrezipienten gegenüber Kontrollmäusen (7,0 ± 0,7 pg/ml) eine signifikant gesteigerte

TNFα-Synthese (17,0 ± 4,6 pg/ml) detektieren. Typische TH2- (IL-4, IL-10, IL-13) oder TH17-

Zytokine (IL17A/F) waren hingegen nicht messbar. Der Serumspiegel von IFNγ und TNFα

ähnelte nach CD8+ T-Zelltransfer dem der Kontrollmäuse. Die IL-6-Konzentration war im

Serum dieser Mäuse (3,7 ± 0,9 pg/ml) jedoch deutlich geringer als bei den Kontrollmäusen

(14,4 ± 4,3 pg/ml).

Diese Daten zeigen, dass aktivierte CD4+T-Zellen, nicht aber CD8+T-Zellen, in vivo IFNγ und

TNFα freisetzen und demnach ein TH1-Profil aufweisen.
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Abbildung 4.11: Im Serum R. typhi-infizierter C57BL/6 RAG1-/--Mäuse lässt sich nach Transfer von CD4+T-
Zellen ein TH1-Zytokin-Profil nachweisen. Zytokinkonzentrationen wurden 7 Tage nach T-Zelltransfer bzw.
PBS-Injektion (Kontrolle) im Serum R. typhi-infizierter C57BL/6 RAG1-/--Mäuse gemessen. Der Nachweis der
Zytokine erfolgte mithilfe eines Bead-basierten Immunassays. Jeder Datenpunkt entspricht einem Individuum.
Dargestellt sind die Ergebnisse zweier unabhängiger Experimente (Mittelwert ± SEM, n=10). Die statistische Ana-
lyse erfolgte mit Kruskal-Wallis-Test und Dunn v́s post Test (*p<0,05, **p<0,01).
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Nach R. typhi-Infektion lässt sich in C57BL/6 RAG1-/--Mäusen die höchste Erregerlast im

Gehirn und Rückenmark nachweisen. Hier ruft R. typhi Entzündungsreaktionen hervor, die

durch die Expansion von Mikroglia sowie die Infiltration von iNOS-exprimierenden Makro-

phagen gekennzeichnet sind [114]. Im Folgenden wurde untersucht, wie dies durch den Trans-

fer von CD4+ bzw. CD8+T-Zellen beeinflusst wird. Dafür wurde zunächst durchflusszytome-

trisch analysiert, ob sich 7 Tage nach Transfer T-Zellen im Gehirn nachweisen lassen. Anhand

der Expression von CD45 lassen sich infiltrierte, CD45 hoch exprimierende Immunzellen, von

den im Gehirn ansässigen CD45 schwach exprimierenden Immunzellen unterscheiden. Im-

munzellinfiltrate konnten im Gehirn von nicht infizierten C57BL/6- und C57BL/6 RAG1-/--

Mäusen, die als zusätzliche Kontrolle dienten, kaum nachgewiesen werden (Abb. 4.12 A). Im

Gegensatz dazu waren infiltrierte Immunzellen in allen R. typhi-infizierten C57BL/6 RAG1-/--

Mäusen deutlich erkennbar.

Neben CD45 wurden die Gehirnzellen auch gegen CD4 und CD8 gefärbt, um infiltrierte T-

Zellen zu detektieren. Nach CD4+T-Zelltransfer waren CD4+T-Zellen im Gehirn aller Mäuse

nachweisbar und machten mit 35,4 ± 8,6 % einen hohen Anteil der infiltrierten Immunzellen

aus (Abb. 4.12 B). CD8+T-Zellen waren im ZNS dieser Mäuse erwartungsgemäß nicht vor-

handen. Im Gehirn der Mäuse, die CD8+T-Zellen erhalten hatten, konnten diese 7 Tage nach

Transfer in lediglich 2 der 5 Empfängertiere detektiert werden (Abb. 4.12 C). Diese Mäuse

wiesen mit 60,4 ± 1,0 % CD8+T-Zellen einen sehr hohen T-Zellanteil unter den infiltrierten

Immunzellen auf. CD4+T-Zellen waren in diesen Tieren nicht nachweisbar. Die transferierten

T-Zellen passieren demnach die Blut-Hirn-Schranke und wandern in das ZNS der R. typhi-

infizierten C57BL/6 RAG1-/--Mäuse.
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Abbildung 4.12: Nach T-Zelltransfer gelangen CD4+ und CD8+T-Zellen in das Gehirn R. typhi-infizierter
C57BL/6 RAG1-/--Mäuse. Der Nachweis von T-Zellen im Gehirn erfolgte 7 Tage nach Transfer (Tag 70 nach R. ty-
phi-Infektion) mittels Durchflusszytometrie. Anhand der Expression von CD45 wurden infiltrierte Immunzellen
(CD45hoch) von den im Gehirn ansässigen (CD45niedrig) unterschieden (A). Repräsentative Dot Plots (links) zei-
gen die Färbung von CD4+ (B) bzw. CD8+T-Zellen (C) im Gehirn nicht infizierter C57BL/6- und C57BL/6 RAG1-/--
Mäuse, R. typhi-infizierter Kontrollen sowie im Gehirn von Mäusen nach T-Zelltransfer. Graphisch dargstellt ist
der Anteil an CD4+(B) und CD8+T-Zellen (C) unter den infiltrierten Immunzellen (rechts). Jeder Datenpunkt ent-
spricht einem Individuum. Dargestellt ist ein Experiment (Mittelwert ± SEM, n=5). Die statistische Analyse erfolg-
te mit Kruskal-Wallis-Test und Dunn v́s post Test.

Um zu klären, ob die Anwesenheit der T-Zellen einen Einfluss auf die Anzahl und den Ak-

tivierungszustand infiltrierter Makrophagen oder residenter Mikroglia hat, erfolgten weitere

durchflusszytometrische Analysen, bei denen neben CD45 auch CD11b gefärbt wurde (Abb.

4.13). Auf diese Weise können Mikroglia (CD45niedrig CD11b+) und Makrophagen (CD45hoch

CD11b+) von anderen Immunzellen unterschieden werden. Wie erwartet, war die Anzahl

infiltrierter Makrophagen im Gehirn R. typhi-infizierter C57BL/6 RAG1-/--Mäuse (3164,5 ±

425,3 /106Zellen) im Vergleich zu nicht infizierten Kontrolltieren (56,2 ± 14,9 /106Zellen) deut-

lich erhöht (Abb.4.13 A). Eingewanderte Makrophagen konnten auch im Gehirn der Mäuse
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detektiert werden, die 7 Tage zuvor CD4+ oder CD8+T-Zellen erhalten hatten. Die größte An-

zahl an Makrophagen (5125,6 ± 953,2 /106Zellen) ließ sich nach dem Transfer von CD4+T-

Zellen beobachten. Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen waren je-

doch nicht ersichtlich. Hinweise auf den Aktivierungszustand der Zellen lieferte die Expres-

sionsanalyse von iNOS. Dieses Enzym katalysiert die Bildung von NO, welches, zusammen

mit seinem Folgeprodukt Peroxinitrit, an der Abtötung intrazellulärer Pathogene beteiligt ist

[182]. In früheren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass ein großer Anteil der, in das

Gehirn R. typhi-infizierter C57BL/6 RAG1-/--Mäuse, migrierten Makrophagen, iNOS expri-

miert [114]. Ein Unterschied hinsichtlich der iNOS-Expression in Makrophagen von nicht

infizierten (5,2 ± 1,6 %) und infizierten Mäusen (12,5 ± 1,6 %) war auch in diesen Experimen-

ten erkennbar (Abb.4.13 A). Dieser fiel jedoch bedeutend geringer aus, da die Analyse hier

nicht zum Todeszeitpunkt, sondern bereits 70 Tage nach Infektion erfolgte. Aktivierte Makro-

phagen konnten ebenfalls im Gehirn von Mäusen nachgewiesen werden, die CD8+T-Zellen

transferiert bekamen (15,4 ± 3,8 %). Die Frequenz der iNOS-exprimierenden Makrophagen

war hier vergleichbar mit der in den infizierten Kontrollen. Im Gegensatz dazu ließ sich in

Mäusen, die CD4+T-Zellen erhalten hatten, ein signifikanter Anstieg iNOS-exprimierender

Makrophagen detektieren (42,8 ± 6,1 %). Der Anteil aktivierter Makrophagen im Gehirn die-

ser Mäuse war verglichen mit der infizierten Kontrolle mehr als 3-mal so hoch.

Die Analyse von Anzahl und Aktivität der residenten Mikroglia nach T-Zelltransfer ergab ein

ähnliches Bild (Abb. 4.13, B). Die Infektion mit R. typhi führte zu einer Expansion dieser Zel-

len. Gegenüber nicht infizierten Kontrollen (903,7 ± 282,5 /106Zellen) wiesen infizierte Mäu-

se (4714,1 ± 274,5 /106Zellen) eine deutlich höhere Anzahl an Mikroglia im Gehirn auf. Wie

bereits bei den Makrophagen beobachtet, war auch die Anzahl der Mikroglia im Gehirn von

Mäusen, die CD4+T-Zellen erhalten hatten, tendenziell erhöht (5987,4 ± 896,2 /106Zellen). Im

Gehirn der CD8+T-Zellrezipienten (2762,4 ± 618,7 /106Zellen) ließ sich hingegen eine gerin-

gere Expansion der Mikroglia nachweisen. Die Expression von iNOS ist in Mikroglia von R.

typhi-infizierten C57BL/6 RAG1-/--Mäusen normalerweise kaum detektierbar [114]. Entspre-

chend niedrig war der prozentuale Anteil an iNOS+Mikroglia in den infizierten Kontrolltie-

ren (1,4 ± 0,4 %). Durch die Anwesenheit von CD4+T-Zellen erhöhte sich der Anteil iNOS-

exprimierender Mikroglia um das 2fache (4,2 ± 0,9 %). Der Transfer von CD8+T-Zellen hatte

hingegen keinen nachweisbaren Einfluss auf die iNOS-Produktion der Mikroglia (1,6 ± 0,4 %).

Zusätzlich zur Durchflusszytometrie erfolgten immunhistochemische Untersuchungen

zum Nachweis iNOS-exprimierender Zellen im Gehirn. Abbildung 4.14 zeigt repräsentative

Übersichtsfärbungen von iNOS im Gehirn einer R. typhi-infizierten Kontrollmaus sowie von

Mäusen, die CD4+ bzw. CD8+T-Zellen erhalten hatten. Zusätzlich zu iNOS wurde IBA1, ein

Marker für Makrophagen und Mikroglia im Gehirn [183, 184], sowie CD3 für den Nachweis

von T-Zellen gefärbt. Eine erhöhtes Vorkommen iNOS-exprimierender Zellen ließ sich auch

hier ausschließlich nach Transfer von CD4+T-Zellen nachweisen. Die iNOS-Produzenten wa-
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ren dabei vorwiegend an der Grenze zwischen Hirnventrikel und -gewebe sowie an der in-

neren Hirnhaut, der Pia mater lokalisiert. Im Gehirn der infizierten Kontrollmäuse und der

Mäuse, die CD8+T-Zellen transferiert bekamen, wurden hingegen nur wenige iNOS-expri-

mierende Zellen registriert. T-Zellen waren bei den infizierten Empfängermäusen vornehm-

lich im Bereich der Hirnventrikelwände, aber auch im Parenchym detektierbar (Abb. 4.15). In

unmittelbarer Umgebung der infiltrierten T-Zellen waren Ansammlungen von IBA1+ Makro-

phagen oder Mikroglia zu beobachten. Eine Vielzahl der IBA1+Zellen, die mit CD4+T-Zellen

kolokalisierten, exprimierten iNOS. Im Gegensatz dazu ließen sich iNOS-produzierende

IBA1+Zellen im Gehirn der Mäuse, die CD8+T-Zellen erhalten hatten, kaum nachweisen.

Ähnliche Beobachtungen wurden zu diesem Zeitpunkt der Infektion auch im Rückenmark

gemacht. Während sich iNOS-exprimierende Zellen im Rückenmark der infizierten Kontroll-

mäuse und der Mäuse nach CD8+ T-Zelltransfer kaum nachweisen ließen, waren infiltrierte

CD4+T-Zellen umgeben von iNOS-produzierenden IBA1+ Zellen [139].

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass CD4+T-Zellen im ZNS R. typhi-infizierter C57BL/6

RAG1-/--Mäuse die iNOS-Expression in Makrophagen und Mikroglia induzieren. CD4+T-Zel-

len steigern somit die antimikrobielle Aktivität dieser Zellen, fördern aber auch entzündliche

Reaktionen im Gehirn und Rückenmark.
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Abbildung 4.13: CD4+T-Zellen induzieren im Gehirn R. typhi-infizierter C57BL/6 RAG1-/--Mäuse die Expres-
sion von iNOS in Makrophagen und Mikroglia. Mittels Durchflusszytometrie wurde die Anzahl infiltrierter
Makrophagen (CD45hochCD11b+) und residenter Mikroglia (CD45niedrigCD11b+) sowie der Anteil an iNOS-
Produzenten unter diesen Zellen im Gehirn R. typhi-infizierter C57BL/6 RAG1-/--Mäuse analysiert. Die Unter-
suchung erfolgte 7 Tage nach T-Zelltransfer bzw. Injektion von PBS (Kontrolle). Naive C57BL/6 RAG1-/--Mäuse
dienten als zusätzliche Kontrolle. Graphisch dargestellt ist die Anzahl an Makrophagen (A) bzw. Mikroglia (B)
unter 1 x 106analysierten Zellen. Exemplarische Färbungen der iNOS-exprimierenden Makrophagen (A) und Mi-
kroglia (B) sind in Dot Plots (oben), die dazugehörigen Auswertungen in Balkendiagrammen (unten) gezeigt. Je-
der Datenpunkt entspricht einem Individuum. Dargestellt sind die Ergebnisse zweier unabhängiger Experimente
(Mittelwert ± SEM, n=10). Die statistische Analyse erfolgte mit Kruskal-Wallis-Test und Dunn v́s post Test (*p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001).
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Abbildung 4.14: Immunhistochemischer Nachweis iNOS-exprimierender Zellen im Gehirn R. typhi-infizierter
C57BL/6 RAG1-/--Mäuse nach T-Zelltransfer. Die Expression von iNOS im Gehirn R. typhi-infizierter C57BL/6
RAG1-/--Mäuse wurde 7 Tage nach T-Zelltransfer bzw. PBS-Injektion immunhistochemisch analysiert. Darge-
stellt sind repräsentative Aufnahmen der iNOS-Färbung sagittaler Gehirnschnitte in 2facher Vergrößerung. Im
Gehirn der Kontrollen sowie der Mäuse, die CD8+T-Zellen erhalten hatten, ließen sich zu diesem Zeitpunkt
kaum iNOS-exprimierende Zellen nachweisen. Nach Transfer von CD4+T-Zellen waren Akkumulationen iNOS-
produzierender Zellen deutlich erkennbar. Diese befanden sich vor allem im Bereich der Hirnventrikelwände und
der Pia mater.
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Abbildung 4.15: Immunhistochemische Färbung von T-Zellen, Makrophagen und Mikroglia sowie iNOS im
Gehirn R. typhi-infizierter C57BL/6 RAG1-/--Mäuse nach T-Zelltransfer. Infiltrierte T-Zellen (CD3), Makropha-
gen und Mikroglia (IBA1) sowie iNOS wurden 7 Tage nach T-Zelltransfer bzw. PBS-Injektion (Kontrolle) im Gehirn
R. typhi-infizierter C57BL/6 RAG1-/--Mäuse immunhistochemisch detektiert. Gezeigt sind Detailaufnahmen re-
präsentativer Färbungen sagittaler Gehirnschnitte einer R. typhi-infizierten Kontrollmaus (A) sowie von Mäusen,
die CD4+ (B) oder CD8+T-Zellen (C) erhalten hatten.
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In den vorangegangenen Abschnitten wurde gezeigt, dass CD4+T-Zellen während einer R. ty-

phi-Infektion vermehrt IFNγ synthetisieren und die bakterizide Aktivität von Makrophagen

in vivo steigern. Im Folgenden sollte nun der direkte Einfluss immuner CD4+T-Zellen auf die

Bakterienlast R. typhi-infizierter Makrophagen sowie die Bedeutung von IFNγ für die Eli-

minierung der Bakterien in vitro analysiert werden. Hierfür wurden R. typhi-infizierte Kno-

chenmarkmakrophagen mit gereinigten CD4+T-Zellen aus naiven oder immunen C57BL/6-

Mäusen kultiviert. Bei einem Teil der Ansätze erfolgte zusätzlich die Neutralisation von IFNγ,

um die Bedeutung dieses Zytokins für die Eliminierung von R. typhi zu ermitteln. Zudem wur-

de in den Überständen der Kokulturen 96 Stunden nach Infektion der Makrophagen sowohl

die Zytokin- als auch die NO-Konzentration bestimmt (Abb. 4.16 A, B). Der Nachweis der

Bakterienlast in den Zellen erfolgte mittels qPCR (Abb. 4.16 C). Nach Kokultivierung naiver

CD4+T-Zellen mit R. typhi-infizierten Makrophagen konnten keine erhöhten Zytokinkonzen-

trationen im Überstand festgestellt werden. Zudem führte die Anwesenheit naiver CD4+T-

Zellen nicht zur Freisetzung des bakterizid wirkenden NO. Im Gegensatz dazu wurden in

Kokulturen mit immunen CD4+T-Zellen hohe Konzentrationen von IFNγ (20017,4 ± 5188,3

pg/ml) und IL-2 (1210,0 ± 107,3 pg/ml) detektiert. Des Weiteren waren in diesen Überständen

geringe Konzentrationen TNFα (73,2 ± 24,9 pg/ml), IL-6 (9,8 ± 5,9 pg/ml), IL-10

(261,5 ± 35,7 pg/ml)) und NO (3,9 ± 2,0 µM) nachweisbar. Aufgrund der hohen IFNγ-Konzen-

tration in Kokulturen mit immunen CD4+T-Zellen wurde keine vollständige Neutralisation

dieses Zytokins erzielt (5203,3 ± 1606,1 pg/ml). Ein Einfluss der Neutralisation von IFNγ auf

die Freisetzung anderer Zytokine oder NO konnte nicht belegt werden. Die Quantifizierung

der Bakterienlast in den Makrophagen zeigte eine signifikante Abnahme der Bakterienanzahl

in Kokulturen mit immunen (43 ± 27 R. typhi-Kopien) im Vergleich zu naiven CD4+T-Zellen

(50684 ± 35126 Kopien). Die Neutralisation von IFNγ konnte diesen Effekt zumindest teilwei-

se wieder aufheben. Im Vergleich zu unbehandelten Kokulturen mit immunen CD4+T-Zellen

wurde nach Gabe des neutralisierenden Antikörpers eine 10mal höhere Anzahl an R. typhi-

Kopien detektiert (451 ± 306 Kopien).

Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass immune CD4+T-Zellen die bakterizide Aktivi-

tät von Makrophagen in vitro steigern und somit die Eliminierung von R. typhi fördern. Dies

wird zumindest teilweise durch die Sekretion von IFNγ vermittelt.
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Abbildung 4.16: Immune CD4+T-Zellen fördern die Eliminierung von R. typhi in Knochenmarkmakrophagen
in vitro. Knochenmarkmakrophagen wurden mit 5 R. typhi-Kopien/Makrophage für 3h inkubiert. Anschließend
wurde das Medium gewechselt. 24h nach der Infektion erfolgte die Zugabe isolierter CD4+T-Zellen aus naiven
(Kontrolle) oder immunen C57BL/6-Mäusen. In einigen Kokulturen wurde zusätzlich IFNγ neutralisiert. Die
Analyse der Zytokin- (A) und NO-Konzentrationen (B) in den Überständen erfolgte 96h nach Infektion der Ma-
krophagen. Die Bakterienlast wurde zum gleichen Zeitpunkt mittels qPCR quantifiziert (C). Dargestellt sind die
Ergebnisse zweier unabhängiger Experimente mit T-Zellen aus je 6 C57BL/6-Mäusen (Mittelwert ± SEM). Die
statistische Analyse erfolgte mit Kruskal-Wallis-Test und Dunn v́s post Test (*p<0,05)
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In Folge einer R. typhi-Infektion entwickeln BALB/c ebenso wie C57BL/6 Wildtyp-Mäuse kei-

ne sichtbaren Krankheitssymptome. Auch hier nehmen adaptive Immunmechanismen eine

entscheidende Rolle bei der Immunabwehr der Pathogene ein. So führt eine Infektion mit

R. typhi bei T- und B-Zell-defizienten CB17 SCID-Mäusen zu einer schwerwiegenden Erkran-

kung, die innerhalb weniger Wochen tödlich verläuft [115]. Aufgrund des wesentlich kürzeren

Krankheitsverlaufs ist dieses Modell besonders geeignet, um den T-Zell-vermittelten Schutz

durch adoptive Transferexperimente zu analysieren. Die Verfügbarkeit diverser BALB/c

Knockout-Mäuse, die für bestimmte Effektormoleküle defizient sind, sowie neutralisieren-

der Antikörper erlauben darüber hinaus das Studium der für den T-Zell-vermittelten Schutz

erforderlichen Voraussetzungen in einem angemessenen Zeitrahmen. Um Erkenntnisse über

die Mechanismen des T-Zell-vermittelten Schutzes und mögliche Unterschiede zu C57BL/6-

Mäusen zu gewinnen, wurde die T-Zellantwort ebenfalls in R. typhi-infizierten BALB/c Wild-

typ-Mäusen charakterisiert. Eine Vielzahl von Infektionen geht mit einer Expansion von T-

Zellen einher. Daher wurde zunächst untersucht, ob sich während einer Infektion mit R. ty-

phi der Anteil an CD4+ oder CD8+T-Zellen in der Milz verändert. Hierfür wurden Milzzellen

zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion (Tag 3, 7, 15, 21, 35) isoliert und hinsichtlich

der Expression von CD4 und CD8 durchflusszytometrisch analysiert. Abbildung 4.17 zeigt

die prozentualen Anteile von CD4+(A) und CD8+T-Zellen (B) an der Gesamtlymphozytenpo-

pulation im Verlauf der R. typhi-Infektion.

Abbildung 4.17: Prozentualer Anteil an CD4+ und CD8+T-Zellen in der Milz von BALB/c-Mäusen im Verlauf
der R. typhi-Infektion. Milzzellen naiver (Tag 0) und R. typhi-infizierter BALB/c-Mäuse wurden zu angegebenen
Zeitpunkten nach Infektion isoliert, mit Antikörpern gegen CD4 und CD8 gefärbt und durchflusszytometrisch
analysiert. Gezeigt ist der prozentuale Anteil der CD4+ (A) und CD8+T-Zellen (B) an der Gesamtlymphozytenpo-
pulation (Mittelwert ± SEM). Jeder Datenpunkt entspricht einem Individuum. Die statistische Analyse erfolgte
mit Kruskal-Wallis-Test und Dunn v́s post Test.
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Eine Expansion der untersuchten T-Zellsubpopulationen während der Infektion ließ sich

auch in BALB/c-Mäusen nicht nachweisen. Sowohl die absolute Zellzahl (Daten nicht ge-

zeigt) als auch der prozentuale Anteil an CD4+ und CD8+T-Zellen blieb im Verlauf der Infek-

tion konstant.

Des Weiteren wurde der Differenzierungsgrad der Zellen näher untersucht. Anhand der Mar-

ker CD11a und KLRG1 lassen sich, wie bereits im Abschnitt 4.1.1 erwähnt, naive CD8+T-

Zellen von Antigen-erfahrenen unterscheiden. Abbildung 4.18 zeigt die Frequenzen CD11a-

und KLRG1-exprimierender CD8+T-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten der R. typhi-Infek-

tion. Wie in C57BL/6-Mäusen ließ sich auch hier ein signifikanter Anstieg der CD11a-expri-

mierenden CD8+T-Zellen im Infektionsverlauf feststellen (Abb. 4.18 A). Im Vergleich zur na-

iven Kontrollgruppe (6,3 ± 0,4 %) konnte bereits 3 Tage nach Infektion ein nahezu doppelt so

hoher Anteil aktivierter CD8+Effektorzellen (10,5 ± 1,0 %) in der Milz R. typhi-infizierter Mäu-

se detektiert werden. Das Maximum zeigte sich am 7. Tag nach Infektion (16,6 ± 0,4 %). Im

weiteren Infektionsverlauf nahm der Anteil CD11a-exprimierender CD8+T-Zellen wieder ab,

kehrte jedoch bis zum 35. Tag (8,8 ± 0,3 %) nicht auf das Ausgangsniveau zurück.

Abbildung 4.18: Nachweis Antigen-erfahrener CD8+T-Zellen im Verlauf der R. typhi-Infektion in BALB/c-
Mäusen. Mittels Durchflusszytometrie wurde die Expression von CD11a und KLRG1 auf CD8+T-Zellen in der
Milz naiver (Tag 0) und R. typhi-infizierter Mäuse im Verlauf der Infektion analysiert. Dot Plots zeigen repräsen-
tative Färbungen von CD8, CD11a (A) und KLRG1 (B) in einer naiven und einer infizierten Maus am 7. Tag nach
Infektion (links). Graphisch dargestellt ist der prozentuale Anteil CD11a- (A) bzw. KLRG1-exprimierender CD8+T-
Zellen (B) im Verlauf der Infektion (rechts) (Mittelwert ± SEM). Jeder Datenpunkt entspricht einem Individuum.
Die statistische Analyse erfolgte mit Kruskal-Wallis-Test und Dunn v́s post Test (*p<0,05, **p<0,01).
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Eine Analyse der Expression von KLRG1 auf CD8+T-Zellen kann Aufschluss über den Diffe-

renzierungsgrad der T-Zellen geben und wurde als nächstes durchgeführt (Abb. 4.18 B). Der

größte Anteil KLRG1-exprimierender CD8+T-Zellen zeigte sich 7 Tage nach R. typhi-Infektion

(10,0 ± 1,0 %). Die Frequenz an CD8+KLRG1+T-Zellen war hier im Vergleich zur nicht infi-

zierten Kontrollgruppe (1,7 ± 0,3 %) um das 6fache erhöht. Der Anteil KLRG1-exprimierender

CD8+T-Zellen sank im weiteren Verlauf der Infektion deutlich ab. Dennoch ließ sich 35 Ta-

ge nach der Infektion erneut eine Verdoppelung der Antigen-erfahrenen CD8+T-Zellen (3,3 ±

0,1 %) im Vergleich zur naiven Kontrolle nachweisen.

Zur weiteren Charakterisierung der T-Zellantwort während einer R. typhi-Infektion wurde

die Expression von IFNγ, TNFα und Granzym B untersucht. Durch die Expressionsanaly-

se dieser Effektormoleküle lassen sich weitere Informationen über T-Zelleffektorfunktionen

gewinnen, die bei der Bekämpfung einer R. typhi-Infektion in BALB/c-Mäusen von Bedeu-

tung sein könnten. Für die Untersuchung wurden Milzzellen zu verschiedenen Zeitpunkten

der Infektion (Tag 0, 7, 15, 35) aus BALB/c-Mäusen isoliert und mit PMA/Ionomycin poly-

klonal restimuliert. Nach der Oberflächenfärbung von CD8 und CD4 wurde die intrazellu-

läre Färbung von IFNγ, TNFα und Granzym B durchgeführt. Die Effektormoleküle in den

T-Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen. In Abbildung 4.19 ist der An-

teil der IFNγ-, TNFα- und Granzym B-Produzenten innerhalb der CD8+ T-Zellpopulation im

Verlauf einer R. typhi-Infektion dargestellt. Die IFNγ-Synthese der CD8+T-Zellen nahm im

Verlauf der Infektion signifikant zu. Am 7. (19,3 ± 1,9 %) und 35. Tag (19,9 ± 0,5 %) nach Infek-

tion waren hierbei die größten Anteile IFNγ-exprimierender CD8+T-Zellen nachweisbar. An

beiden Tagen konnte eine Verdoppelung der IFNγ-Produzenten im Vergleich zur naiven Kon-

trolle (9,9 ± 0,8 %) beobachtet werden. Eine signifikante Veränderung des Anteils an CD8+T-

Zellen, der TNFα exprimiert, zeigte sich im Verlauf der Infektion nicht (Abb. 4.19, B). Ver-

gleichsweise ließen sich auch hier die meisten TNFα-synthetisierenden CD8+T-Zellen 35 Ta-

ge nach Infektion (37,8 ± 2,7 %) detektieren. Während der R. typhi-Infektion nahm der Anteil

an CD8+T-Zellen, in denen Granzym B nachweisbar war, signifikant zu. So erhöhte sich die

Frequenz der Granzym B-Produzenten am 7. Tag der Infektion (5,2 ± 0,5 %) um das 7fache im

Vergleich zur naiven Kontrollgruppe (0,8 ± 0,1 %). Im weiteren Infektionsverlauf verringerte

sich der Anteil dieser Zellen deutlich, blieb jedoch gegenüber dem Ausgangsniveau bis zum

35. Tag (1,9 ± 0,1 %) doppelt so hoch.
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Abbildung 4.19: Im Verlauf der R. typhi-Infektion wird in BALB/c-Mäusen eine zytotoxische CD8+T-
Zellantwort induziert. Nach in vitro Restimulation wurden IFNγ (A), TNFα (B) und Granzym B (C) in CD8+T-
Zellen naiver (Tag 0) und R. typhi-infizierter BALB/c-Mäuse nachgewiesen. Die durchflusszytometrische Analyse
erfolgte zu den angegebenen Zeitpunkten nach Infektion. Dot Plots zeigen exemplarisch die Färbung von CD8,
IFNγ, TNFα und Granzym B in der Milz einer naiven und einer R. typhi-infizierten Maus (7 Tage nach Infek-
tion) (links). In den Balkendiagrammen ist der Anteil CD8+T-Zellen dargestellt, in dem sich die Synthese der
Effektormoleküle nachweisen ließ (rechts). Jeder Datenpunkt entspricht einem Individuum. Abgebildet sind die
Ergebnisse zweier unabhängiger Experimente (Mittelwert ± SEM). Die statistische Analyse erfolgte mit Kruskal-
Wallis-Test und Dunn v́s post Test (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

Antigen-erfahrene CD4+T-Zellen exprimieren im Vergleich zu naiven CD4+T-Zellen ebenfalls

vermehrt CD11a auf ihrer Oberfläche [175, 176]. Ein signifikanter Anstieg der Expression von

CD11a auf CD4+T-Zellen ließ sich im Infektionsverlauf nicht feststellen. Im Vergleich zur

nicht infizierten Kontrolle (17,6 ± 1,0 %) konnte jedoch vom 7. (23,2 ± 1,6 %) bis zum 35. Tag

(22,6 ± 1,4 %) nach Infektion ein leicht erhöhter Anteil CD11a-exprimierender CD4+T-Zellen

nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.20: Expression von CD11a auf CD4+T-Zellen im Verlauf der R. typhi-Infektion in BALB/c-Mäusen.
Isolierte Milzzellen von naiven (Tag 0) und R. typhi-infizierten BALB/c-Mäusen wurden zu angegebenen Infek-
tionszeitpunkten bezüglich des Anteils an CD11a-exprimierenden Zellen innerhalb der CD4+T-Zellpopulation
untersucht. Dot Plots zeigen exemplarisch die Färbung von CD4 und CD11a in der Milz einer naiven und einer
infizierten Maus am 7. Tag nach R. typhi-Infektion (links). Graphisch dargestellt ist das Ergebnis der durchfluss-
zytometrischen Expressionsanalyse von CD11a auf CD4+T-Zellen im Verlauf der Infektion (rechts) (Mittelwert ±
SEM). Jeder Datenpunkt entspricht einem Individuum. Die statistische Analyse erfolgte mit Kruskal-Wallis-Test
und Dunn v́s post Test.

Anschließend wurde die Expression von IFNγ, TNFα und Granzym B in CD4+T-Zellen im In-

fektionsverlauf untersucht. Abbildung 4.21 zeigt die Anteile an CD4+T-Zellen, die IFNγ, TNFα

oder Granzym B synthetisierten. Im Verlauf der R. typhi-Infektion nahm der Anteil an IFNγ-

Produzenten innerhalb der CD4+ T-Zellpopulation signifikant zu. Gegenüber der naiven Kon-

trolle (5,7 ± 0,3 %) konnte ein deutlicher Anstieg der IFNγ-exprimierenden CD4+T-Zellen am

7. Tag nach Infektion (8,6 ± 0,6 %) beobachtet werden. Am 15. Tag (7,5 ± 0,5 %) sank der Anteil

der IFNγ-synthetisierenden CD4+T-Zellen wieder leicht ab, bevor 35 Tage nach der Infektion

ein zweites Maximum erkennbar war. Im Vergleich zum 7. Tag nach Infektion ließ sich zu die-

sem späten Infektionszeitpunkt sogar ein höherer Anteil an IFNγ-Produzenten (10,8 ± 0,7 %)

detektieren. Eine signifikante Veränderung hinsichtlich der TNFα-Produktion war innerhalb

der CD4+T-Zellpopulation nicht zu beobachten (Abb. 4.21 B). Des Weiteren konnte die Bil-

dung zytotoxischer CD4+T-Zellen, die Granzym B exprimieren, im Infektionsverlauf nicht

nachgewiesen werden (Abb. 4.21 C).

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass R. typhi in BALB/c-Mäusen wie in C57BL/6-

Mäusen eine TH1-gerichtete CD4+ T-Zellantwort sowie eine zytotoxische CD8+ T-Zellantwort

induziert. Das Maximum der T-Zellantwort zeigte sich am 7. Tag nach Infektion. Anders als

bei C57BL/6-Mäusen kommt es bei BALB/c-Mäusen im Infektionsverlauf zu einer erneuten

T-Zellaktivierung.
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Abbildung 4.21: BALB/c-Mäuse induzieren im Verlauf einer R. typhi-Infektion eine langanhaltende CD4+

TH1-Antwort. Milzzellen wurden zu angegebenen Zeitpunkten aus naiven (Tag 0) und R. typhi-infizierten
BALB/c-Mäusen isoliert und mit PMA/Ionomycin stimuliert. IFNγ, TNFα und Granzym B wurden intrazellulär
gefärbt und der Anteil an CD4+T-Zellen, der diese Effektormoleküle synthetisiert, durchflusszytometrisch ermit-
telt. Gezeigt sind Dot Plots repräsentativer Färbungen von CD4, IFNγ (A), TNFα (B) und Granzym B (C) in der
Milz einer naiven und einer infizierten Maus (Tag 7) (links). Der Anteil der CD4+T-Zellen, der IFNγ, TNFα bzw.
Granzym B exprimiert, ist graphisch dargestellt (rechts). Jeder Datenpunkt entspricht einem Individuum. Abge-
bildet sind die Ergebnisse zweier unabhängiger Experimente (Mittelwert ± SEM). Die statistische Analyse erfolgte
mit Kruskal-Wallis-Test und Dunn v́s post Test (*p<0,05, **p<0,01).
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Bei CB17 SCID-Mäusen führt eine Mutation des Gens, das für die DNA-anhängige Prote-

inkinase (DNA-PKcs) kodiert, zur T- und B-Zelldefizienz. In C57BL/6 RAG1-/--Mäusen ist

das Fehlen des rekombinationsaktivierenden Gens 1 für diesen Immundefekt verantwort-

lich. Beide Enzyme sind in der Rekombination des Antigenrezeptors von T- und B-Zellen

involviert. Die DNA-PKcs ist darüber hinaus an weiteren DNA-Reparaturprozessen betei-
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ligt. Ihr Fehlen kann sich daher auch auf andere Vorgänge auswirken. Um sicher zu stellen,

dass der, in CB17 SCID-Mäusen beobachtete, Infektionsverlauf tatsächlich auf das Fehlen

der adaptiven Immunantwort zurückzuführen ist, wurde der Verlauf einer R. typhi-Infektion

auch in BALB/c RAG2-/--Mäusen analysiert. Der Gesundheitszustand der infizierten BALB/c

RAG2-/--Mäuse wurde über einen Zeitraum von 20 Tagen begutachtet. Die Beurteilung er-

folgte unter Verwendung eines Bewertungssystems, das den Fellzustand, die Aktivität, Hal-

tung sowie das Gewicht der Mäuse berücksichtigte. Die Bewertung dieser Kriterien ergab

einen klinischen Score von 0 (gesund) bis 10 (schwer erkrankt) (Abschn. 3.3.2, [115]). In Abbil-

dung 4.22 sind die Resultate der Beobachtungen, die bei BALB/c RAG2-/--Mäusen gemacht

wurden, denen von CB17 SCID-Mäusen gegenübergestellt. Gezeigt ist die Überlebensrate,

der klinische Score sowie die relative Gewichtsveränderung im Verlauf der Infektion. BALB/c

RAG2-/--Mäuse erkrankten im selben Zeitraum und wiesen die gleiche Symptomatik nach

R. typhi-Infektion wie CB17 SCID-Mäuse auf. Erste Krankheitssymptome wie gesträubtes Fell

und eine gekrümmte Körperhaltung traten etwa 10 Tage nach der Infektion auf. Wie bei den

CB17 SCID-Mäusen verschlechterte sich der Zustand der Tiere innerhalb weniger Tage derar-

tig, dass sie aufgrund der Schwere der Erkrankung von ihrem Leiden erlöst werden mussten.

Bei Sektion dieser Mäuse zeigte sich, ebenso wie bei CB17 SCID-Mäusen, eine starke Vergrö-

ßerung der Milz und eine Nekrotisierung der Leber. Zum Todeszeitpunkt wurde die Bakte-

rienlast in Gehirn, Lunge, Leber und Milz bestimmt (Abb. 4.22 D). Auch in BALB/c RAG2-/--

Mäusen konnte die höchste Erregerlast in der Milz und im Gehirn nachgewiesen werden,

wenngleich sich im Gehirn infizierter CB17 SCID-Mäuse deutlich mehr R. typhi-Kopien de-

tektieren ließen.

Dieses Ergebnis legt nahe, dass der Infektionsverlauf in CB17 SCID-Mäusen in der Tat auf

das Fehlen von T- und B-Zellen und nicht auf unspezifische Effekte zurückzuführen ist. Dem-

nach ist der genetische Hintergrund und nicht die Mutation an sich für die unterschiedlichen

Krankheitsbilder in CB17 SCID- und C57BL/6 RAG1-/--Mäusen verantwortlich.
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Abbildung 4.22: BALB/c RAG2-/- -Mäuse zeigen nach R. typhi-Infektion das gleiche Krankheitsbild wie CB17
SCID-Mäuse. CB17 SCID- und BALB/c RAG2-/- -Mäuse wurden mit 1 x 108 R. typhi (s.c.) infiziert. Nicht infi-
zierte Mäuse wurden zur Kontrolle verwendet. Gezeigt ist die Überlebensrate (A), der klinische Score (B) sowie
die relative Gewichtsveränderung (C) im Verlauf einer R. typhi-Infektion. Dargestellt ist zudem die Erregerlast in
Gehirn, Lunge, Leber und Milz zum Todeszeitpunkt der Mäuse (Mittelwert ± SEM) (D). Jeder Datenpunkt ent-
spricht einem Individuum. Der statistische Vergleich der Überlebensraten erfolgte mit Log-Rank-Test (**p<0,01,
***p<0,001).
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In T- und B-Zell-defizienten C57BL/6 RAG1-/--Mäusen konnte bereits gezeigt werden, dass

sowohl CD4+ als auch CD8+T-Zellen Schutz vor einer R. typhi-bedingten Erkrankung vermit-

teln. Im Folgenden sollte geklärt werden, ob ein adoptiver Transfer von CD4+ oder CD8+T-

Zellen auch CB17 SCID-Mäuse vor einem tödlichen Ausgang der Infektion schützt. In Ab-

bildung 4.23 ist der Ablauf solcher T-Zelltransferexperimente schematisch dargestellt. CD4+

oder CD8+T-Zellen wurden aus Milzen naiver BALB/c-Mäuse angereichert und in CB17 SCID-

Mäuse injiziert. Kontrollmäuse erhielten PBS anstelle von T-Zellen. Einen Tag nach T-Zell-

transfer bzw. PBS-Injektion wurden die Mäuse mit einer letalen Dosis R. typhi infiziert.

Abbildung 4.23: Schematische Darstellung des adoptiven Transfers von T-Zellen in CB17 SCID-Mäuse. CD4+

oder CD8+ T-Zellen wurden aus der Milz naiver BALB/c-Mäuse isoliert und in die laterale Schwanzvene von CB17
SCID-Mäusen injiziert. Kontrollmäuse erhielten PBS anstelle von T-Zellen. Die R. typhi-Infektion erfolgte einen
Tag nach T-Zelltransfer bzw. PBS-Injektion.

Der Nachweis der T-Zellen im Blut erfolgte am 7. Tag nach Infektion (Abb. 4.24 A). Nach

Transfer von CD4+T-Zellen ließ sich im Blut der Mäuse nur diese T-Zellsubpopulation fest-

stellen. Gleiches war nach CD8+ T-Zelltransfer zu beobachten. Der Anteil von CD4+T-Zellen

an der Leukozytenpopulation lag 7 Tage nach Transfer durchschnittlich bei 6,3 ± 0,3 %, der

der CD8+T-Zellen bei 2,6 ± 0,7 %. Der Gesundheitszustand der Mäuse wurde in regelmäßigen

Abständen über einen Zeitraum von 80 Tagen kontrolliert. Die Beurteilung erfolgte unter Ver-

wendung des zuvor beschriebenen Scoresystems. In Abbildung 4.24 B ist die Überlebensrate,

der klinische Score sowie die Gewichtsveränderung im Infektionsverlauf dargestellt. Eine In-

fektion mit R. typhi verlief in CB17 SCID-Mäusen, die CD8+T-Zellen transferiert bekamen,

völlig asymptomatisch (Abb. 4.24 B). Der Transfer von CD8+T-Zellen verlieh den immundefi-

zienten Mäusen einen 100 %igen Schutz. Ein Großteil der Mäuse, die CD4+T-Zellen erhalten

hatten, entwickelte im Verlauf der Infektion Krankheitssymptome. Diese setzten zur gleichen

Zeit wie bei den infizierten Kontrollmäusen ein. Im Gegensatz zur Kontrollgruppe erholten
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sich die Mäuse wieder und 90 % der Tiere überlebten die Infektion.

CB17 SCID-Mäuse entwickeln während einer R. typhi-Infektion diffuse Lebernekrosen [115].

Nekrotische Areale sind bei Sektion R. typhi-infizierter CB17 SCID-Mäuse bereits makrosko-

pisch erkennbar [115]. Eine Leberentzündung führt zu einem Anstieg der GPT-Konzentration

im Blut. Eine Analyse der GPT-Werte erfolgte auch bei den R. typhi-infizierten Empfänger-

mäusen. In Abbildung 4.24 C sind die gemittelten GPT-Werte im Verlauf der R. typhi-Infektion

dargestellt. Während die GPT-Werte bei CB17 SCID-Mäusen nach CD8+ T-Zelltransfer relativ

konstant blieben, stieg die GPT-Konzentration in den Mäusen, die CD4+ T-Zellen erhalten

hatten, deutlich an. Erhöhte GPT-Werte ließen sich 14 Tage nach R. typhi-Infektion im Se-

rum dieser Mäuse nachweisen (91,0 ± 13,0 U/l) - zu einem Zeitpunkt an dem Krankheitssym-

ptome deutlich sichtbar waren. Der Anstieg ähnelte dem in den infizierten Kontrollmäusen

(78,6 ± 24,2 U/l). Im weiteren Infektionsverlauf sank die GPT-Konzentration in den Empfän-

germäusen wieder und erreichte 21 Tage nach Infektion (21,0 ± 2,9 U/l) nahezu das Ausgangs-

niveau (13,9 ± 0,7 U/l).
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Abbildung 4.24: CD4+ und CD8+T-Zellen schützen R. typhi-infizierte CB17 SCID-Mäuse vor einem letalen
Krankheitsverlauf. Gereinigte CD4+ oder CD8+T-Zellen wurden CB17 SCID-Mäusen intravenös injiziert. Kon-
trollmäuse erhielten PBS. Einen Tag nach T-Zelltransfer bzw. PBS-Injektion wurden die Mäuse mit 1 x 108 R. ty-
phi infiziert. Ein durchflusszytometrischer Nachweis der T-Zellen im Blut erfolgte 7 Tage nach Transfer (A). Ge-
zeigt sind repräsentative Färbungen von T-Zellen im Blut einer Kontrollmaus sowie von Mäusen, die CD4+ oder
CD8+T-Zellen transferiert bekamen (links). Die prozentualen Anteile von CD4+ und CD8+T-Zellen an der Leu-
kozytenpopulation sind im Balkendiagramm angegeben (rechts). Der Gesundheitszustand der infizierten Mäuse
wurde nach T-Zelltransfer engmaschig dokumentiert. Die Überlebensrate, der klinische Score sowie die relative
Gewichtsveränderung im Verlauf einer R. typhi-Infektion sind graphisch dargestellt (B). Zum Nachweis einer Le-
berschädigung wurde die GPT-Konzentration im Serum zu angegebenen Zeitpunkten bestimmt (C). Abgebildet
ist ein repräsentatives von zwei unabhängigen Experimenten (Mittelwert ± SEM, n=5). Eine Kombination beider
Experimente ist bei der Überlebensrate gezeigt (Kontrolle n=10, CD4+ n=10, CD8+ n=11). Der statistische Ver-
gleich der Überlebensraten erfolgte mit Log-Rank-Test (***p<0,001).
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Um auszuschließen, dass der T-Zell-vermittelte Schutz auf unspezifischen Effekten beruht,

wie einem kurzzeitigen Anstieg der Zytokinproduktion nach T-Zelltransfer, wurde ein Trans-

ferexperiment in abgewandelter Form durchgeführt. Hierbei wurden die T-Zellen nicht einen

sondern 14 Tage vor R. typhi-Infektion in CB17 SCID-Mäuse transferiert. Abbildung 4.25 stellt

die Überlebensrate, den klinischen Score sowie die Gewichtsveränderung im Infektionsver-

lauf dar. CB17 SCID-Mäuse, die CD8+T-Zellen erhalten hatten, zeigten auch bei diesem ex-

perimentellen Ablauf zu keinem Zeitpunkt der Infektion Symptome. Im Gegensatz dazu er-

krankten Mäuse, die CD4+T-Zellen transferiert bekamen, im gleichen Zeitrahmen wie die

Kontrollmäuse. Alle Empfängermäuse erholten sich jedoch vollständig von der Erkrankung,

während die Kontrollmäuse von ihrem Leiden erlöst werden mussten. Der Schutz ist daher

nicht auf unspezifische Nebeneffekte zurückzuführen.

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass sowohl CD4+ als auch CD8+T-Zellen in der Lage

sind, R. typhi-infizierte CB17 SCID-Mäuse vor einem tödlichen Krankheitsverlauf zu schüt-

zen. CD4+T-Zellen sind dabei jedoch weniger effizient.

Abbildung 4.25: Der T-Zell-vermittelte Schutz von CB17 SCID-Mäusen ist unabhängig vom Transferzeitpunkt
vor der Infektion. CD4+ oder CD8+T-Zellen wurden aus der Milz von BALB/c-Mäusen isoliert und in die laterale
Schwanzvene von CB17 SCID-Mäusen injiziert. Kontrollmäusen wurde PBS anstelle von T-Zellen verabreicht. 14
Tage nach T-Zelltransfer wurden die Mäuse mit 1x108 R. typhi infiziert. Die Überlebensrate, der klinische Score
und die relative Gewichtsveränderung im Verlauf der Infektion sind graphisch dargestellt. Gezeigt ist ein Expe-
riment (Mittelwert ± SEM, Kontrolle n=5, CD4+ n=6, CD8+ n=6). Der statistische Vergleich der Überlebensraten
erfolgte mit Log-Rank-Test (*p<0,05, **p<0,01).

68



4 Ergebnisse

✹✳✷✳✹ ❈❉✹✰❚✲❩❡❧❧❡♥ ❡❧✐♠✐♥✐❡r❡♥ ❘✳ t②♣❤✐ ✐♠ ❱❡r❣❧❡✐❝❤ ③✉ ❈❉✽✰❚✲❩❡❧❧❡♥

③❡✐t❧✐❝❤ ✈❡r③ö❣❡rt✱ ❦ö♥♥❡♥ ❞✐❡ ❇❛❦t❡r✐❡♥ ❥❡❞♦❝❤ ❧❛♥❣❢r✐st✐❣

❦♦♥tr♦❧❧✐❡r❡♥

Die Auswirkung des T-Zelltransfers auf die Bakterienlast in CB17 SCID-Mäusen wurde mit-

tels qPCR untersucht. Die Erregerlast wurde 7 Tage nach der Infektion und zum Ende des

Experiments, am 175. Tag nach Infektion, in Gehirn, Rückenmark, Lunge, Leber und Milz

bestimmt. Als Kontrolle wurden R. typhi-infizierte CB17 SCID-Mäuse verwendet, die PBS an-

stelle von T-Zellen injiziert bekamen. Hier erfolgte die Quantifizierung ebenfalls am 7. Tag

nach Infektion und zum Todeszeitpunkt der Mäuse. Die Abbildung 4.26 zeigt das Ergebnis

der qPCR-Analyse. Die Erregerlast in den Organen R. typhi-infizierter CB17 SCID-Mäuse war

7 Tage nach der Infektion noch verhältnismäßig gering (Abb. 4.26 A). Zu diesem Zeitpunkt

ließen sich im Gehirn der Kontrollmäuse 100 ± 47 R. typhi-Kopien, im Rückenmark 986 ± 744

Kopien, in der Lunge 6 ± 2 Kopien, in der Leber 3 ± 2 Kopien und in der Milz 427 ± 264 Kopien

pro 20 ng DNA detektieren. Nach dem Transfer von CD4+T-Zellen war die Bakterienlast in den

Mäusen mit der in Kontrollmäusen vergleichbar - im Gehirn (217 ± 110 Kopien/20 ng), in der

Lunge (22 ± 12 Kopien/20 ng) und in der Milz (932 ± 479 Kopien/20 ng) sogar leicht erhöht.

In Mäusen, die CD8+T-Zellen transferiert bekamen, konnte im Vergleich zur Kontrolle bereits

7 Tage nach Infektion eine reduzierte Bakterienlast im Gehirn (34 ± 12 Kopien/20 ng), dem

Rückenmark (268 ± 103 Kopien/20 ng), der Lunge (0 ± 0 Kopien/20 ng) und der Milz (11 ± 6

Kopien/20 ng) verzeichnet werden. In der Leber waren die Bakterien zu diesem Infektions-

zeitpunkt generell kaum detektierbar.

Im weiteren Verlauf der Infektion stieg die Erregerlast in den Kontrollmäusen um ein Viel-

faches. Zum Todeszeitpunkt ließen sich im Gehirn der Tiere 2523 ± 1299 R. typhi-Kopien, im

Rückenmark 12808 ± 5578 Kopien, in der Lunge 3897 ± 2983 Kopien, in der Leber 2766 ± 970

Kopien und in der Milz 40931 ± 17971 Kopien pro 20 ng DNA nachweisen (Abb. 4.26 B). Die

R. typhi-Last in CB17 SCID-Mäusen, die mit T-Zellen ausgestattet wurden und eine Infektion

infolgedessen überlebten, wurde 175 Tage nach der Infektion analysiert. Zu diesem späten

Zeitpunkt konnte R. typhi in den Organen von Mäusen, die CD8+T-Zellen erhalten hatten,

nicht mehr nachgewiesen werden. Darüber hinaus war eine erfolgreiche Eliminierung der

Bakterien auch nach dem Transfer von CD4+T-Zellen zu beobachten. Mit Ausnahme einer

Maus, in der sich eine geringe Kopienzahl in der Lunge (9 Kopien/20 ng) nachweisen ließ,

waren die Bakterien in den CD4+ T-Zellrezipienten nicht mehr detektierbar.

Dieses Ergebnis zeigt, dass sowohl CD8+ als auch CD4+T-Zellen R. typhi erfolgreich elimi-

nieren können. CD4+T-Zellen sind dabei, wie bereits bei C57BL/6 RAG1-/--Mäusen gesehen,

weniger effizient. Beide T-Zellsubpopulationen sind in der Lage, die Bakterien über einen

langen Zeitraum zu kontrollieren.
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Abbildung 4.26: CD8+T-Zellen eliminieren R. typhi effizienter als CD4+T-Zellen. CB17 SCID-Mäuse wurden
einen Tag nach dem Transfer von CD4+ oder CD8+T-Zellen mit R. typhi infiziert. Kontrollmäuse erhielten PBS
anstelle von T-Zellen. Die Erregerlast wurde 7 Tage nach Infektion (A) und zum Todeszeitpunkt bzw. Experiment-
ende (175 Tage nach Infektion) (B) in Gehirn, Rückenmark, Lunge, Leber und Milz bestimmt. Der Nachweis er-
folgte mittels R. typhi-spezifischen qPCR. Jeder Datenpunkt entspricht einem Individuum. Die statistische Ana-
lyse erfolgte mit Kruskal-Wallis-Test und Dunn v́s post Test (*p<0,05, **p<0,01).
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Um Anhaltspunkte darüber zu erhalten, welche Effektormechanismen beim T-Zell-vermittel-

ten Schutz der CB17 SCID-Mäuse eine Rolle spielen, wurde die Serum-Zytokin-Konzentration

7 Tage nach Infektion bestimmt. Abbildung 4.27 zeigt die ermittelten Zytokinkonzentrationen

in den Kontrollmäusen sowie den Mäusen, die CD4+ oder CD8+T-Zellen transferiert beka-

men. Im Vergleich zur Kontrollgruppe waren im Serum von CB17 SCID-Mäusen, die CD8+T-

Zellen erhalten hatten, keine deutlichen Veränderungen hinsichtlich der Zytokinfreisetzung

zu erkennen. Im Gegensatz dazu wiesen Mäuse im Serum nach dem Transfer von CD4+T-

Zellen eine 7-mal so hohe IFNγ-Konzentration (1963,3 ± 982,3 pg/ml) wie die Kontrollgruppe

(248,8 ± 34,5 pg/ml) auf. Zudem wurde im Serum der CD4+ T-Zellrezipienten eine erhöhte

Konzentration von TNFα, einem weiteren TH1-Zytokin, gemessen (13,0 ± 5,4 pg/ml). Dieses

Zytokin war im Serum der Kontrollmäuse kaum nachweisbar (3,5 ± 1,2 pg/ml). In CB17 SCID-

Mäusen ließ sich 7 Tage nach dem CD4+ T-Zelltransfer ebenfalls ein Anstieg der

IL-6-Konzentration beobachten. Sowohl die Konzentrationen von TNFα als auch IL-6 blieben

jedoch auf einem niedrigen Niveau. Eine gesteigerte Freisetzung von TH2- (IL-4, IL-13) oder

TH17-Zytokinen (IL-17A/F, IL-22) wurde nicht detektiert. Diese Zytokine waren in keiner der

untersuchten Gruppen nachweisbar. Die transferierten CD4+T-Zellen zeigen demnach auch

in vivo einen TH1-Phänotyp.

Abbildung 4.27: Serum-Zytokin-Profil von CB17 SCID-Mäusen nach T-Zelltransfer. Die Zytokinkonzentration
wurde im Serum von CB17 SCID-Mäusen 8 Tage nach T-Zelltransfer bzw. PBS-Injektion (7 Tage nach Infektion)
durchflusszytometrisch analysiert. Jeder Datenpunkt entspricht einem Individuum. Die statistische Analyse er-
folgte mit Kruskal-Wallis-Test und Dunn v́s post Test (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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Die Analyse der Effektorfunktionen von T-Zellen in BALB/c-Mäusen sowie nach T-Zelltransfer

in CB17 SCID-Mäusen hat gezeigt, dass während einer R. typhi-Infektion eine klassische

CD4+TH1-Immunantwort eingeleitet wird. Diese ist durch eine gesteigerte Expression von

IFNγ und TNFα charakterisiert. Auch CD8+T-Zellen setzen vermehrt IFNγ frei. Darüber hin-

aus synthetisieren CD8+T-Zellen verstärkt Granzym B und sind demnach zytotoxisch aktiv.

Im Folgenden wurde die Rolle von IFNγ, TNFα und der zytotoxischen Funktion von CD8+T-

Zellen für den Schutz gegenüber R. typhi näher untersucht.
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Während IFNγ eine große Bedeutung bei der Aktivierung von Makrophagen zukommt [185],

wird Perforin neben Granzym für die zytotoxische Aktivität benötigt [186]. Um einen ersten

Anhaltspunkt über die Bedeutung von IFNγ und Perforin bei der Abwehr von R. typhi zu er-

halten, wurden zunächst BALB/c-Mäuse infiziert, die kein IFNγ oder Perforin synthetisieren

können. In Abbildung 4.28 sind die Überlebensraten, die klinischen Scores sowie die rela-

tiven Gewichtsveränderungen im Infektionsverlauf dargestellt. Weder IFNγ- noch Perforin-

defiziente Mäuse ließen nach R. typhi-Infektion Anzeichen einer Erkrankung erkennen. Die

infizierten Mäuse überlebten eine Infektion mehr als 120 Tage. Ein langanhaltender Schutz

ist somit auch gegeben, wenn eines der beiden Effektormoleküle fehlt.
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Abbildung 4.28: Eine R. typhi-Infektion verläuft bei BALB/c IFNγ-/-- und BALB/c Perforin-/--Mäusen asympto-
matisch. BALB/c Wildtyp-Mäuse sowie IFNγ- und Perforin-defiziente Mäuse wurden mit R. typhi (s.c.) infiziert.
Naive BALB/c IFNγ-/-- und BALB/c Perforin-/--Mäuse galten als Kontrollen. Graphisch dargestellt ist die Über-
lebensrate (links), der klinische Score (Mitte) und die relative Gewichtsveränderung (rechts) der IFNγ-/-- (A) und
Perforin-/--Mäuse (B) im Verlauf der Infektion.
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Um die Rolle von IFNγ und Perforin für den CD4+ und CD8+T-Zell-vermittelten Schutz ein-

gehender zu untersuchen, wurden T-Zelltransferexperimente durchgeführt. Hierfür wurden

zunächst CD4+ oder CD8+T-Zellen aus BALB/c IFNγ-/--Mäusen isoliert. Die gereinigten T-

Zellen wurden im Anschluss CB17 SCID-Mäusen intravenös injiziert. Kontrollmäuse erhiel-

ten PBS anstelle von T-Zellen. Einen Tag nach dem Transfer der T-Zellen bzw. der PBS-Injek-

tion wurden die Mäuse mit R. typhi infiziert. Der Gesundheitszustand der Mäuse wurde dar-

aufhin über einen Zeitraum von 80 Tagen beurteilt. Abbildung 4.29 beschreibt das Ergebnis

dieser Beobachtung. Die Hälfte aller CB17 SCID-Mäuse, die CD4+IFNγ-/-T-Zellen erhalten

hatten, erkrankte in Folge der R. typhi-Infektion. Wie die infizierten Kontrollmäuse wiesen

auch diese Tiere eine gekrümmte Haltung, gesträubtes Fell, eine verminderte Aktivität und

Gewichtsverlust auf. Die Symptome setzten im Vergleich zur Kontrolle jedoch etwas früher

ein. Von den erkrankten Empfängermäusen konnte sich die Hälfte wieder erholen. Insgesamt

überlebten nach Transfer von CD4+IFNγ-/-T-Zellen 75 % der R. typhi-infizierten CB17 SCID-

Mäuse. Im Gegensatz dazu verlief die Infektion bei CB17 SCID-Mäusen, die CD8+ IFNγ-/-T-

Zellen transferiert bekamen, völlig asymptomatisch und alle Mäuse überlebten.
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Abbildung 4.29: IFNγ ist für den CD4+ und CD8+ T-Zell-vermittelten Schutz R. typhi-infizierter CB17 SCID-
Mäuse nicht essenziell. CD4+ oder CD8+T-Zellen wurden aus BALB/c IFNγ-/--Mäusen isoliert und CB17 SCID-
Mäusen intravenös injiziert. Kontrollmäusen wurde PBS anstelle von T-Zellen verabreicht. Am Folgetag wur-
den die Tiere mit R. typhi infiziert. Der Gesundheitszustand wurde über einen Zeitraum von 80 Tagen do-
kumentiert. Dargestellt ist die Überlebensrate, der klinische Score sowie die relative Gewichtsveränderung
im Verlauf der Infektion. Abgebildet ist ein repräsentatives von zwei unabhängigen Experimenten (Mittel-
wert ± SEM, n=5-7). Eine Kombination beider Experimente ist bei der Überlebensrate gezeigt (Kontrolle n=10,
CD4+IFNγ-/- n=12, CD8+IFNγ-/-n=10). Der statistische Vergleich der Überlebensraten erfolgte mit Log-Rank-
Test (**p<0,01, ***p<0,001).

Zum Todeszeitpunkt bzw. nach Beendigung der Experimente (Tag 120/168 nach Infektion)

wurde die Bakterienlast in Gehirn, Lunge, Leber und Milz bestimmt (Abb. 4.30). Der Nach-

weis der Bakterien erfolgte unter Verwendung einer R. typhi-spezifischen qPCR [170]. Wie

erwartet, ließ sich zum Todeszeitpunkt in den Organen aller Kontrollmäuse eine hohe Erre-

gerlast detektieren. Im Vergleich dazu wiesen Mäuse, die der Infektion trotz des Transfers von

CD4+ IFNγ-/-T-Zellen erlagen, eine verminderte Anzahl an Bakterien auf. CB17 SCID-Mäuse,

die die R. typhi-Infektion nach dem Transfer der CD4+ IFNγ-/-T-Zellen überlebten, zeigten

nach Beendigung der Experimente eine signifikant reduzierte Erregerlast in allen Organen.

Bei der Mehrheit der Mäuse waren die Bakterien zu diesem späten Zeitpunkt nach Infektion

nicht mehr detektierbar. Lediglich bei 2 von 8 Mäusen wurde eine geringe Anzahl R. typhi-

Kopien im Gehirn (5 Kopien/ 20 ng) bzw. im Gehirn (6 Kopien/ 20 ng) und in der Milz (1 Ko-

pie/ 20 ng) festgestellt. Zu diesem Zeitpunkt waren die Erreger auch in der Lunge, Leber und

Milz von CD8+ T-Zellrezipienten kaum noch nachweisbar. Entgegen den Erwartungen waren

IFNγ-defiziente CD8+T-Zellen gegenüber CD4+T-Zellen weniger effizient bei der Kontrolle

der Bakterien. So ließ sich R. typhi bei über 80 % dieser Mäuse in geringen Mengen vorwie-
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gend im Gehirn (172 ± 161 Kopien/ 20 ng) detektieren. Die überlebenden Empfängermäuse

zeigten aber keine Krankheitssymptome. Aus diesem Ergebnis lässt sich schlussfolgern, dass

CD4+ und CD8+T-Zellen unabhängig von IFNγ Schutz gegenüber R. typhi vermitteln.

Abbildung 4.30: CD4+ und CD8+T-Zellen können R. typhi unabhängig von IFNγ kontrollieren. Isolierte CD4+

IFNγ-/- und CD8+ IFNγ-/- T-Zellen wurden CB17 SCID-Mäusen intravenös injiziert. Kontrollmäuse erhielten PBS
anstatt T-Zellen. Die Infektion mit R. typhi erfolgte einen Tag nach dem Transfer bzw. der PBS-Injektion. Zum To-
deszeitpunkt sowie nach Beendigung der Experimente (120 bzw. 168 Tage nach Infektion) wurde die Bakterienlast
in Gehirn, Lunge. Leber und Milz mittels qPCR bestimmt. Gezeigt ist die Kombination der Ergebnisse zweier un-
abhängiger Experimente (Mittelwert ± SEM). Jeder Datenpunkt entspricht einem Individuum. Die statistische
Analyse erfolgte mit Kruskal-Wallis-Test und Dunn v́s post Test (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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Nachfolgend wurde die Bedeutung der zytotoxischen CD8+ T-Zellaktivität bei der Bekämp-

fung einer R. typhi-Infektion näher analysiert. Für diese Untersuchung wurden CD8+T-Zellen

aus BALB/c Perforin-/- -Mäusen isoliert und in CB17 SCID-Mäuse transferiert. Die Kontroll-

tiere erhielten PBS anstatt T-Zellen. Am darauffolgenden Tag erfolgte die Infektion mit R. ty-

phi. Der Gesundheitszustand wurde wie zuvor über einen Zeitraum von 80 Tagen dokumen-

tiert. In Abbildung 4.31 ist die Überlebensrate, der klinische Score sowie die relative Ge-

wichtsveränderung im Infektionsverlauf dargestellt. Nach dem Transfer von CD8+ Perforin-/-

T-Zellen zeigten CB17 SCID-Mäuse zu keinem Zeitpunkt Anzeichen einer Erkrankung und

überlebten die R. typhi-Infektion.

Abbildung 4.31: CD8+T-Zellen schützen R. typhi-infizierte CB17 SCID-Mäuse unabhängig von Perforin. Gerei-
nigte CD8+ Perforin-/-T-Zellen wurden in CB17 SCID-Mäuse transferiert. Kontrollmäuse erhielten PBS anstelle
T-Zellen. Einen Tag nach dem Transfer der T-Zellen bzw. der Injektion von PBS wurden die Mäuse mit R. typhi
infiziert. Der Gesundheitszustand wurde über einen Zeitraum von 80 Tagen beurteilt. Dargestellt ist die Über-
lebensrate, der klinische Score sowie die relative Gewichtsveränderung im Infektionsverlauf. Gezeigt ist das Er-
gebnis eines Experiments (Mittelwert ± SEM, n=5). Der statistische Vergleich der Überlebensraten erfolgte mit
Log-Rank-Test (**p<0,01).

Die Bakterienlast zum Todeszeitpunkt bzw. Ende des Experiments ist in Abbildung 4.32 ver-

anschaulicht. Während sich zum Todeszeitpunkt in den Organen infizierter Kontrollmäuse

hohe Erregerlasten nachweisen ließen, konnte R. typhi am Ende des Experiments (128 Ta-
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ge nach Infektion) in CB17 SCID-Mäusen, die CD8+T-Zellen aus BALB/c Perforin-/- -Mäusen

erhalten hatten, nicht mehr detektiert werden.

CD8+T-Zellen schützen R. typhi-infizierte CB17 SCID-Mäuse damit nicht nur unabhängig

von IFNγ, sondern auch unabhängig ihrer Perforin-vermittelten Zytotoxizität.

Abbildung 4.32: CD8+T-Zellen eliminieren R. typhi in infizierten CB17 SCID-Mäusen unabhängig von Perfo-
rin. Gereinigte CD8+T-Zellen aus BALB/c Perforin-/--Mäusen wurden in CB17 SCID-Mäuse transferiert. Kon-
trollmäusen wurde anstatt dessen PBS injiziert. Am Folgetag wurden die Mäuse mit R. typhi infiziert. Die Bakte-
rienlast in den Kontrollmäusen wurde zum Todeszeitpunkt unter Verwendung einer R. typhi-spezifischen qPCR
ermittelt. In den T-Zellempfängermäusen erfolgte der Nachweis von R. typhi nach Beendigung des Experiments,
am 128. Tag nach Infektion. Jeder Datenpunkt entspricht einem Individuum. Die statistische Analyse erfolgte mit
Kruskal-Wallis-Test und Dunn v́s post Test (*p<0,05)
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Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass IFNγ für den durch CD4+T-Zellen vermittelten

Schutz und die Eliminierung von R. typhi nicht zwingend erforderlich ist. Folglich wurde

untersucht, welche Effektormechanismen für den Schutz in Abwesenheit von IFNγ verant-

wortlich sind. Neben einer gesteigerten IFNγ-Freisetzung ließ sich nach Transfer von CD4+T-

Zellen auch eine erhöhte TNFα-Konzentration im Serum R. typhi-infizierter CB17 SCID-Mäu-

se nachweisen. TNFα ist neben IFNγ ein weiteres Zytokin, das in der Lage ist, die antimikro-

bielle Aktivität von Phagozyten zu steigern [187]. Möglicherweise kann TNFα das Fehlen von

IFNγ kompensieren. Um die Bedeutung von TNFα bei der CD4+ T-Zell-vermittelten Elimi-

nierung der Bakterien zu untersuchen, wurde der Einfluss des durch CD4+T-Zellen sekretier-

ten TNFα und IFNγ auf die Aktivierung R. typhi-infizierter Makrophagen analysiert. Hierfür

wurden CD4+T-Zellen aus naiven oder infizierten BALB/c-Mäusen isoliert und mit R. typhi-

infizierten Knochenmarkmakrophagen inkubiert. TNFα und IFNγ wurden durch die Zuga-

be von Antikörpern neutralisiert. Der Erfolg der Neutralisation wurde im Überstand unter

Verwendung eines Bead-basierten Immunassays durchflusszytometrisch überprüft. Abbil-

dung 4.33 A zeigt die Konzentration von TNFα und IFNγ nach 72 Stunden Kokultur. Immune

CD4+T-Zellen aus R. typhi-infizierten Mäusen setzten nach Antigenerkennung große Men-

gen IFNγ (21749,3 ± 9799,0 pg/ml) und in geringeren Mengen auch TNFα (85,0 ± 23,7 pg/ml)
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frei. Im Gegensatz dazu führte die Anwesenheit R. typhi-infizierter Makrophagen bei na-

iven CD4+T-Zellen nicht zur TNFα- (0,7 ± 0,7 pg/ml) oder IFNγ-Sekretion (0,9 ± 0,9 pg/ml).

Nach Zugabe der neutralisierenden Antikörper ließ sich in den Überständen eine verminder-

te TNFα- (24,9 ± 2,7 pg/ml) und IFNγ-Konzentration (1141,0 ± 606,6 pg/ml) nachweisen. Eine

vollständige Neutralisation der beiden Zytokine wurde jedoch nicht erreicht. Um den Einfluss

der Zytokine auf die bakterizide Aktivität der Makrophagen zu bestimmen, wurde zum einen

die NO-Konzentration im Überstand und zum anderen die Erregerlast in den Makrophagen

analysiert. Abbildung 4.33 B zeigt die durch Makrophagen freigesetzte Menge NO im Über-

stand der Kokulturen. Im Vergleich zu Kulturen mit naiven CD4+T-Zellen, in denen NO nicht

detektierbar war, ließ sich in denen mit immunen CD4+T-Zellen eine signifikant gesteigerte

NO-Synthese (5,7 ± 1,5 µM) feststellen. Trotz unvollständiger Neutralisierung beider Zytoki-

ne, produzierten Makrophagen sowohl in Anwesenheit von anti-TNFα (0,3 ± 0,2 µM) als auch

anti-IFNγ (0,4 ± 0,2 µM) deutlich weniger NO. Anschließend wurde die Bakterienlast in den

Makrophagen mittels R. typhi-spezifischen qPCR bestimmt (Abb. 4.33 C). Im Gegensatz zu

naiven CD4+T-Zellen hemmte die Anwesenheit von immunen CD4+T-Zellen das Bakterien-

wachstum in R. typhi-infizierten Makrophagen deutlich. Während sich in Makrophagen, die

mit naiven CD4+T-Zellen inkubiert wurden, durchschnittlich 181 ± 90 R. typhi-Kopien nach-

weisen ließen, befanden sich in Kokulturen mit immunen CD4+T-Zellen nur 5 ± 2 Kopien. Die

Neutralisation von IFNγ (32 ± 27 Kopien) oder IFNγ und TNFα in Kombination (54 ± 34 Kopi-

en) führte wieder zu einer leichten Zunahme des Bakterienwachstums. Eine alleinige Zugabe

von anti-TNFα hatte kaum eine Auswirkung auf die Erregerlast (11 ± 6 Kopien). Die Neutrali-

sierung der beiden Zytokine führte somit nicht zum Anstieg des Bakterienwachstums auf das

Ausgangsniveau. Eine mögliche Ursache dafür könnte die unvollständige Neutralisation der

Zytokine sein (Abb. 4.33 A).

Für den direkten Nachweis des Einflusses von TNFα und IFNγ auf das R. typhi-Wachstum,

wurden infizierte Makrophagen mit rekombinantem TNFα und IFNγ behandelt. Abbildung

4.33 D stellt die Erregerlast in den Makrophagen 72 Stunden nach Zugabe der Zytokine dar.

Die Anwesenheit von TNFα (90 ± 40 Kopien) und IFNγ (63 ± 32 Kopien) führte in Makropha-

gen zu einem deutlich, wenn auch nicht signifikant, reduzierten Bakterienwachstum im Ver-

gleich zur unbehandelten Kontrolle (1518 ± 367 Kopien). Durch Zugabe neutralisierender An-

tikörper wurde dieser Effekt zum Teil wieder aufgehoben.

Diese Daten machen deutlich, dass sowohl TNFα als auch IFNγ die antimikrobielle Aktivität

von Makrophagen steigern und vermutlich für die CD4+ T-Zell-vermittelte Eliminierung von

R. typhi von Bedeutung sind.
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Abbildung 4.33: CD4+T-Zellen steigern durch die Freisetzung von TNFαund IFNγ die bakterizide Aktivität von
Makrophagen. CD4+T-Zellen wurden aus naiven (Kontrolle) oder infizierten BALB/c-Mäusen (7 Tage nach Infek-
tion) isoliert und mit R. typhi-infizierten Knochenmarkmakrophagen kokultiviert. TNFα und IFNγwurden unter
Verwendung von Antikörpern (jeweils 10 µg/ml) neutralisiert. Der Erfolg der Neutralisierung wurde im Über-
stand der Kulturen durchflusszytometrisch analysiert (A). Zur Untersuchung des Einflusses von TNFα und IFNγ
auf die Makrophagenaktivität wurde die Freisetzung von NO (B) sowie die Erregerlast in den Makrophagen (C)
bestimmt. Die Quantifizierung erfolgte 72 Stunden nach Zugabe der T-Zellen. Dargestellt sind die Ergebnisse
zweier unabhängiger Experimente mit T-Zellen aus je 4 BALB/c-Mäusen (Mittelwert ± SEM). Zusätzlich wurden
R. typhi-infizierte Makrophagen mit rekombinantem TNFα (400 U/ml) oder IFNγ (1 U/ml) inkubiert. Die Zytoki-
ne wurden durch Antikörper (10 µg/ml) neutralisiert und die Bakterienlast in den Makrophagen 72 Stunden nach
Zytokinzugabe mittels qPCR bestimmt (D). Die statistische Analyse erfolgte mit Kruskal-Wallis-Test und Dunn v́s
post Test (*p<0,05, **p<0,01).
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Die Beobachtung, dass auch TNFα die bakterizide Aktivität von Makrophagen in vitro stei-

gert, ließ die Beteiligung dieses Zytokins bei dem durch CD4+IFNγ-/-T-Zellen vermittelten

Schutz vermuten. Um diese Annahme zu prüfen, wurde TNFα in R. typhi-infizierten CB17

SCID-Mäusen nach dem Transfer von CD4+IFNγ-/-T-Zellen neutralisiert. Kontrollmäuse be-

kamen PBS anstelle von T-Zellen. Die Neutralisierung von TNFα erfolgte durch die wieder-

holte Injektion eines Antikörpers. Kontrollgruppen erhielten Isotyp-Antikörper. Der Gesund-

heitszustand der Mäuse im Infektionsverlauf wurde engmaschig bewertet und protokolliert.

Abbildung 4.34 A stellt die Überlebensrate, den klinischen Score und die relative Gewichts-

veränderung im Verlauf der Infektion dar. Bei den Kontrollmäusen, die keine T-Zellen erhal-

ten hatten, verursachte die Infektion mit R. typhi eine schwere Erkrankung - unabhängig da-

von, ob sie mit Isotyp- oder anti-TNFα-Antikörper behandelt wurden. Die Tiere verloren stark

an Gewicht, entwickelten einen hohen klinischen Score und erlagen der Infektion innerhalb

von 20 Tagen. Mäuse, die CD4+IFNγ-/-T-Zellen transferiert und den Isotyp-Antikörper inji-

ziert bekamen, entwickelten im gleichen Zeitrahmen Symptome wie die Kontrollgruppen.

Bei der Mehrzahl der Mäuse war die Erkrankung so schwerwiegend, dass diese von ihrem Lei-

den erlöst werden mussten. Die verbleibenden Tiere (29 %) erholten sich von der Erkrankung.

Unerwarteterweise waren Mäuse, die CD4+IFNγ-/-T-Zellen in Kombination mit dem TNFα-

neutralisierenden Antikörper erhalten hatten, im Vergleich zu den mit Isotyp-Antikörper be-

handelten besser geschützt. Auch hier traten bei allen Tieren Anzeichen der Erkrankung auf.

Diese waren jedoch größtenteils vergleichsweise mild. So ließ sich im Verlauf der Infektion

auch ein wesentlich geringerer Gewichtsverlust gegenüber den mit Isotyp-Antikörper behan-

delten Empfängermäusen nachweisen. Nach Transfer von CD4+IFNγ-/-T-Zellen und Neutra-

lisierung von TNFα überlebten 5 von 7 Mäuse (71 %).

Bei CB17 SCID-Mäusen kommt es im Verlauf einer R. typhi-Infektion zur Schädigung der

Leber [115]. Diese lässt sich durch eine erhöhte GPT-Konzentration im Blut feststellen. Eine

Bestimmung der GPT-Konzentration im Serum wurde auch in diesem Experiment durchge-

führt. Die Quantifizierung erfolgte entweder zum Todeszeitpunkt oder nach Beendigung des

Experiments, am 34. Tag nach Infektion. Abbildung 4.34 B zeigt das Ergebnis dieser Mes-

sung. Während sich bei den CB17 SCID-Mäusen, die keine T-Zellen erhalten hatten, erhöh-

te GPT-Konzentrationen im Serum detektieren ließen (49,6 ± 8,7 U/l), lagen die GPT-Werte

nach dem Transfer von CD4+IFNγ-/-T-Zellen im normalen Bereich (15,8 ± 2,9 U/l). Dies galt

auch für Empfängermäuse, die der Infektion erlagen. Ein Einfluss der TNFα-Neutralisation

auf die GPT-Konzentration ließ sich nicht erkennen. Im Gegensatz zu den Kontrollmäusen

war eine Leberschädigung nach T-Zelltransfer auch makroskopisch nicht ersichtlich. CD4+T-

Zellen können die Entstehung von Lebernekrosen demnach unabhängig von IFNγ und TNFα

verhindern.
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Abbildung 4.34: CD4+IFNγ-/-T-Zellen schützen CB17 SCID-Mäuse unabhängig von TNFα. CD4+T-Zellen aus
BALB/c IFNγ-/--Mäusen wurden in CB17 SCID-Mäuse transferiert. Kontrollmäuse erhielten PBS anstelle von T-
Zellen. Einen Tag nach T-Zelltransfer bzw. PBS-Injektion wurden die Mäuse mit R. typhi infiziert. Im 3-Tages-
Rhythmus wurden die Tiere mit anti-TNFα- oder Isotyp-Antikörper (je 500 µg) behandelt. Abgebildet ist die
Überlebensrate, der klinische Score sowie die relative Gewichtsveränderung im Infektionsverlauf (A). Die GPT-
Konzentration wurde zum Todeszeitpunkt bzw. nach Beendigung des Experiments (34 Tage nach Infektion) im
Serum bestimmt (B). Dargestellt ist das Ergebnis eines Experiments (Mittelwert ± SEM, n=7). Der statistische
Vergleich der Überlebensraten erfolgte mit Log-Rank-Test (**p<0,01). Bei der Angabe der GPT-Werte entspricht
jeder Datenpunkt einem Individuum. Die statistische Analyse wurde mit Kruskal-Wallis-Test und Dunn v́s post
Test durchgeführt.

Im Anschluss wurde geprüft, welche Auswirkung die Neutralisierung von TNFα auf die Elimi-

nierung von R. typhi durch CD4+IFNγ-/-T-Zellen hat. Die Erregerlast in Gehirn, Lunge, Leber

und Milz wurde zum Todeszeitpunkt bzw. nach Beendigung des Experiments (34 Tage nach

Infektion) mittels qPCR bestimmt (Abb. 4.35). Isotyp- und anti-TNFα-behandelte Kontroll-

gruppen wiesen vergleichbar hohe Erregerlasten in allen Organen auf. In Abwesenheit von

T-Zellen hat TNFα damit keinen Einfluss auf die Abwehr der Bakterien. Im Vergleich zu den

Kontrollgruppen ließ sich in den Organen von Mäusen, die CD4+ IFNγ-/-T-Zellen erhalten

hatten, unabhängig der Neutralisierung von TNFα, eine signifikant reduzierte Erregerlast de-

tektieren. Eine verminderte Bakterienlast war hierbei nicht nur in den überlebenden Tieren,

sondern auch in T-Zellrezipienten feststellbar, die der Infektion erlagen.

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass IFNγ-defiziente CD4+T-Zellen, unabhängig von

TNFα, Schutz vermitteln. TNFα scheint in dieser Situation immunpathologisch zu wirken

und einen schwereren Krankheitsverlauf zu fördern.
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Abbildung 4.35: TNFα ist in vivo für die Eliminierung von R. typhi durch CD4+IFNγ-/-T-Zellen nicht von Be-
deutung. Isolierte CD4+IFNγ-/-T-Zellen wurden CB17 SCID-Mäusen intravenös injiziert. Kontrollmäusen wurde
PBS anstelle von T-Zellen verabreicht. Am Folgetag wurden die Mäuse mit R. typhi infiziert und im Abstand von
3 Tagen mit anti-TNFα- oder Isotyp-Antikörper behandelt. Die Bakterienlast in den aufgeführten Organen wurde
zum Todeszeitpunkt bzw. nach Beendigung des Experiments (34 Tage nach Infektion) mittels qPCR bestimmt.
Jeder Datenpunkt entspricht einem Individuum. Die statistische Analyse erfolgte mit Kruskal-Wallis-Test und
Dunn v́s post Test (*p<0,05, **p<0,01).
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Dass TNFαnicht nur für den Schutz durch IFNγ-defiziente CD4+T-Zellen entbehrlich ist, son-

dern sogar zu einer schwereren Erkrankung führt, war überraschend. Immune CD4+T-Zellen

aus BALB/c Wildtyp-Mäusen produzierten neben IFNγ und TNFα keine weiteren Effektorzy-

tokine. Es stellte sich daher die Frage, welche Mediatoren neben TNFα von immunen CD4+

IFNγ-/-T-Zellen freigesetzt werden und das Defizit kompensieren. Um der Antwort näher zu

kommen, wurde das Zytokinprofil von immunen CD4+T-Zellen mit dem von CD4+ IFNγ-/-T-

Zellen verglichen. Hierfür wurden CD4+T-Zellen aus naiven oder infizierten BALB/c- und

BALB/c IFNγ-/--Mäusen isoliert und mit infizierten Knochenmarkmakrophagen inkubiert.

Nach 72 Stunden Kokultur wurde die Konzentration verschiedener Zytokine im Überstand

analysiert (Abb. 4.36). Wie zuvor beobachtet, setzten immune CD4+T-Zellen aus BALB/c-

82



4 Ergebnisse

Mäusen nach Antigenerkennung vermehrt TH1-Zytokine wie IFNγ (21749,3 ± 9799,0 pg/ml),

TNFα (85,0 ± 23,7 pg/ml) und IL-2 (1213,2 ± 104,0 pg/ml) frei. In geringen Konzentrationen

waren in den Überständen dieser T-Zellen auch IL-6 (10,7 ± 3,1 pg/ml), IL-10 (82,2 ± 31,2

pg/ml) und IL-22 (10,4 ± 3,7 pg/ml) nachweisbar. TH2-Zytokine wie IL-4 und IL-13 ließen sich

nicht detektieren. Im Gegensatz zu immunen CD4+T-Zellen aus BALB/c Wildtyp-Mäusen

produzierten immune CD4+IFNγ-/-T-Zellen, neben vergleichbaren Mengen TNFα (56,7 ± 19,6

pg/ml) und IL-2 (1406,8 ± 313,5 pg/ml), TH17-assoziierte Zytokine. In den Überständen der

CD4+IFNγ-/-T-Zellen konnten hohe Konzentrationen IL-17A (3060,6 ± 1586,7 pg/ml) und

IL-22 (1126,7 ± 401,7 pg/ml) sowie geringe Mengen IL-17F (17,8 ± 2,3 pg/ml) nachgewiesen

werden. Des Weiteren synthetisierten immune CD4+IFNγ-/-T-Zellen nach Antigenerkennung

geringe Mengen des TH2-Zytokins IL-13 (41,1 ± 16,8 pg/ml). IL-4 ließ sich in den Überständen

nicht detektieren.

Aus diesem Ergebnis lässt sich ableiten, dass CD4+IFNγ-/-T-Zellen im Verlauf einer R. typhi-

Infektion überwiegend zu TH17-Zellen differenzieren.

Abbildung 4.36: CD4+IFNγ-/-T-Zellen produzieren nach R. typhi-spezifischer Restimulation vermehrt TH17-
Zytokine. CD4+T-Zellen wurden aus naiven und infizierten BALB/c- bzw. BALB/c IFNγ-/--Mäusen isoliert und
mit R. typhi-infizierten Knochenmarkmakrophagen kultiviert. Nach 72-stündiger Inkubation wurden die Zyto-
kinkonzentrationen im Überstand unter Verwendung eines Bead-basierten Immunassays analysiert. Dargestellt
ist das Ergebnis eines Experiments (Mittelwert ± SEM, n=4). Die statistische Analyse erfolgte mit Kruskal-Wallis-
Test und Dunn v́s post Test (*p<0,05).
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Im vorherigen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass CD4+IFNγ-/-T-Zellen nach Antigener-

kennung in vitro einen TH17-Phänotyp annehmen. CD4+IFNγ-/-T-Zellen produzieren ver-

mehrt IL-17A und IL-22. Neben IL-17A, IL-22 und TNFα setzen IFNγ-defiziente CD4+T-Zellen

keine weiteren Effektoren in nennenswerten Mengen frei. Dies führte zur Vermutung, dass

IL-17 und IL-22 eine schützende Funktion zukommt. Die Bedeutung von IL-17 für die IFNγ-

unabhängige Vermittlung von Schutz wurden in einem in-vivo-Neutralisationsexperiment

untersucht. Hierfür wurden CD4+T-Zellen aus BALB/c IFNγ-/--Mäusen isoliert und in CB17

SCID-Mäuse transferiert. Den Kontrollmäusen wurde PBS anstelle von T-Zellen verabreicht.
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Am darauffolgenden Tag erfolgte die Infektion mit R. typhi, und die Mäuse wurden im 2-

Tages-Rhythmus mit anti-IL17- oder Isotyp-Antikörper behandelt. Der Gesundheitszustand

der Mäuse wurde regelmäßig über einen Zeitraum von 26 Tagen bewertet. Die erhobenen

Daten sind in Abbildung 4.37 graphisch veranschaulicht. Wie erwartet, verstarben Kontroll-

mäuse, die keine T-Zellen erhalten hatten und mit Isotyp-Antikörper behandelt wurden, in

Folge der R. typhi-Infektion. Im Gegensatz dazu überlebten alle Mäuse, die CD4+IFNγ-/-T-

Zellen in Kombination mit dem anti-IL-17-Antikörper erhalten hatten. Überraschenderwei-

se entwickelten diese Tiere nur milde Symptome der Erkrankung und verloren kaum an Ge-

wicht. Im Vergleich dazu zeigten Isotyp-behandelte Empfängermäuse zwischen dem 14. und

21. Tag nach Infektion deutliche Krankheitssymptome sowie einen ausgeprägten Gewichts-

verlust. Eine Maus der Gruppe erlag der Infektion. Der höchste Score und Gewichtsverlust

war bei diesen Tieren am 16. Tag nach Infektion zu beobachten. Zu diesem Zeitpunkt waren

anti-IL-17-behandelte Empfängermäuse bereits symptomfrei.

Abbildung 4.37: CD4+IFNγ-/-T-Zellen schützen R. typhi-infizierte CB17 SCID-Mäuse auch in Abwesenheit von
IL-17. CD4+T-Zellen aus BALB/c IFNγ-/--Mäusen wurden in CB17 SCID-Mäuse transferiert. Kontrollmäusen
wurde anstatt dessen PBS intravenös injiziert. Am Folgetag wurden die Mäuse mit R. typhi infiziert und im 2-
Tages-Rhythmus mit anti-IL-17- oder Isotyp-Antikörper behandelt. Nach R. typhi-Infektion wurde der Gesund-
heitszustand der Mäuse engmaschig kontrolliert. Gezeigt ist die Überlebensrate, der klinische Score sowie die
relative Gewichtsveränderung im Infektionsverlauf. Dargestellt ist das Ergebnis eines Experiments (Mittelwert ±
SEM, Kontrolle + Isotyp, n=5; CD4+IFNγ-/- + Isotyp / anti-IL-17, n=10). Der statistische Vergleich der Überlebens-
raten erfolgte mit Log-Rank-Test (***p<0,001).

Inwieweit CD4+IFNγ-/-T-Zellen auch in der Lage sind, R. typhi in Abwesenheit von IL-17 zu

eliminieren, wurde mittels qPCR untersucht. Die Bakterienlast in Gehirn, Lunge, Leber und

84
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Milz wurde zum Todeszeitpunkt bzw. nach Beendigung des Experiments (26 Tage nach In-

fektion) bestimmt (Abb. 4.38). Im Vergleich zur Kontrollgruppe, die keine T-Zellen erhalten

hatte, wurde nach Transfer von CD4+IFNγ-/-T-Zellen eine signifikant reduzierte Erregerlast

in allen Organen beobachtet. Im Generellen war R. typhi nur in 5 von 10 Mäusen nachweis-

bar, die CD4+IFNγ-/-T-Zellen in Kombination mit dem Isotyp-Antikörper erhalten hatten.

Darin inbegriffen die Maus, die der Infektion trotz des T-Zelltransfers erlag. Die Bakterien

ließen sich in sehr geringer Anzahl vorwiegend im Gehirn detektieren. Nach Transfer von

CD4+IFNγ-/-T-Zellen und Neutralisation von IL-17 konnte R. typhi nur in 3 von 10 Mäusen

im Gehirn nachgewiesen werden (3,4 ± 2,1 Kopien/ 20 ng DNA). In der Lunge, Leber und Milz

waren die Bakterien nicht detektierbar.

Diese Daten zeigen, dass CD4+IFNγ-/-T-Zellen R. typhi-infizierte CB17 SCID-Mäuse unab-

hängig von IL-17 schützen und die Bakterien eliminieren. Ähnlich wie TNFα scheint IL-17

pathologische Effekte zu besitzen, die zu einem schwereren Krankheitsverlauf führen kön-

nen.

Abbildung 4.38: Für die Eliminierung von R. typhi durch CD4+IFNγ-/-T-Zellen wird IL-17 nicht benötigt.
CD4+IFNγ-/-T-Zellen wurden CB17 SCID-Mäusen in die laterale Schwanzvene injiziert. Kontrollmäuse erhiel-
ten PBS anstelle von T-Zellen. Einen Tag nach T-Zelltransfer bzw. PBS-Injektion wurden die Mäuse mit R. typhi
infiziert. Im 2-Tages-Rhymthus erfolgte die Gabe von anti-IL17- oder Isotyp-Antikörper. Die Bakterienlast wur-
de mittels qPCR zum Todeszeitpunkt bzw. nach Beendigung des Experiments (26 Tage nach Infektion) ermittelt.
Dargestellt ist das Ergebnis eines Experiments (Mittelwert ± SEM). Jeder Datenpunkt entspricht einem Individu-
um. Die statistische Analyse erfolgte mit Kruskal-Wallis-Test und Dunn v́s post Test (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde die T-Zellantwort und ihre Bedeutung für den Schutz gegen-

über R. typhi untersucht. Hierbei wurden erstmals die funktionellen Voraussetzungen für den

T-Zell-vermittelten Schutz charakterisiert. Wildtyp-Mäuse induzieren im Verlauf der R. typhi-

Infektion eine zytotoxische CD8+T-Zellantwort sowie eine CD4+TH1-Antwort, die durch die

Freisetzung von IFNγ und TNFα geprägt ist. Sowohl CD8+ als auch CD4+T-Zellen schützen

immundefiziente Mäuse vor dem tödlichen Verlauf einer R. typhi-Infektion. Die Perforin-

vermittelte Zytotoxizität der CD8+T-Zellen ist für den Schutz nicht erforderlich. Überraschen-

derweise schützen nicht nur CD4+TH1-Zellen, sondern auch IFNγ-defiziente CD4+TH17-Zel-

len. Diese produzieren in der R. typhi-Infektion neben TNFα IL-17A und IL-22. Die Neutrali-

sation von TNFα oder IL-17A führt zu einem milderen Krankheitsverlauf und einer erhöhten

Überlebenswahrscheinlichkeit. In Kombination wirken TNFα und IL-17 demnach immun-

pathologisch. In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse dieser Arbeit im Abgleich

mit der Literatur diskutiert.

✺✳✶ ❆❞❛♣t✐✈❡ ■♠♠✉♥♠❡❝❤❛♥✐s♠❡♥ s✐♥❞ ❢ür ❞✐❡ ❆❜✇❡❤r ✈♦♥

❘✐❝❦❡tts✐❡♥✲■♥❢❡❦t✐♦♥❡♥ ❡ss❡♥③✐❡❧❧

Rickettsien sind obligat intrazelluläre Bakterien, die sich primär in Endothelzellen vermeh-

ren [106]. Als weitere wichtige Zielzellen werden Monozyten und Makrophagen angesehen

[32–35], deren eigentliche Aufgabe die Aufnahme und Eliminierung von Pathogenen ist. Oh-

ne adaptive Immunmechanismen gelingt die Beseitigung der Bakterien jedoch nicht. Die Be-

deutung des adaptiven Immunsystems bei der Bekämpfung von R. typhi wird deutlich, wenn

man den Infektionsverlauf bei T- und B-Zell-defizienten Mäusen betrachtet. Während die In-

fektion bei C57BL/6 und BALB/c Wildtyp-Mäusen keine Symptome verursacht, versterben

T- und B-Zell-defiziente Mäuse. C57BL/6 RAG1-/-- und CB17 SCID-Mäuse weisen dabei ver-

schiedene Krankheitsbilder auf. Monate nach einer R. typhi-Infektion entwickeln C57BL/6

RAG1-/--Mäuse eine hohe Bakterienlast im Gehirn und eine damit einhergehende Gehirn-

entzündung, die zu neurologischen Störungen, motorischen Ausfällen und Lähmungen führt

[114]. CB17 SCID-Mäuse, die auf dem genetischen BALB/c-Hintergrund gezüchtet sind, ver-

sterben dagegen bereits innerhalb von 3 Wochen. Diese Mäuse zeigen eine hohe Bakterien-

last in allen Organen, insbesondere der Milz, entwickeln eine Splenomegalie, einen schwe-
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ren Leberschaden sowie eine hohe systemische Inflammation, die letztlich zum Tod der Tie-

re führt [115]. Ursache für das Fehlen von T- und B-Zellen in CB17 SCID-Mäusen ist eine

spontane Mutation im Gen, das für die DNA-abhängige Proteinkinase kodiert. Dieses DNA-

Reparaturenzym ist nicht nur für die Rekombination des T- und B-Zellrezeptors wichtig, son-

dern hat ebenfalls Einfluss auf weitere Prozesse. Um auszuschließen, dass die Erkrankung

in diesen Mäusen tatsächlich auf das Fehlen des adaptiven Immunsystems zurückzuführen

und nicht durch andere Auswirkungen des Gendefekts bedingt ist, wurden BALB/c RAG2-/--

Mäuse mit R. typhi infiziert. BALB/c RAG2-/--Mäuse erkrankten im gleichen Zeitraum wie

CB17 SCID-Mäuse und zeigten dieselben Symptome. Demnach ist das Fehlen des adapti-

ven Immunsystems Ursache für die Suszeptibilität sowohl der BALB/c RAG2-/-- als auch der

CB17 SCID-Mäuse. Zudem belegen diese Daten, dass der unterschiedliche Infektionsverlauf

in C57BL/6 RAG1-/-- und CB17 SCID- bzw. BALB/c RAG2-/--Mäusen dem genetischen Hin-

tergrund geschuldet ist.

Sowohl C57BL/6 RAG1-/-- als auch CB17 SCID- und BALB/c RAG2-/--Mäusen fehlen neben

funktionellen T-Zellen auch B-Zellen. Aus vorangegangenen Studien ist bekannt, dass die B-

Zellantwort bei der Infektion mit Rickettsien eine untergeordnete Rolle spielt. So trägt der

Transfer immuner Milzzellen, aber nicht der immuner Antikörper-haltiger Seren, zur Wachs-

tumskontrolle von R. typhi in Meerschweinchen bei [188]. Athymische BALB/c-Mäuse, die

zwar Antikörper-produzierende B-Zellen, jedoch keine funktionellen T-Zellen besitzen, ver-

sterben infolge einer Infektion mit R. akari. Auch der passive Transfer von Antikörpern kann

diese Mäuse nicht vor dem tödlichen Verlauf der R. akari-Infektion schützen [150]. Während

die von B-Zellen sekretierten Antikörper vermutlich keine große Rolle bei der Abwehr ei-

ner Primärinfektion mit Rickettsien spielen, sind T-Zellen für die Bekämpfung der Bakterien

zwingend erforderlich. Die Bedeutung der verschiedenen T-Zellpopulationen für den Schutz

gegenüber R. typhi sowie die hierfür benötigten Effektorfunktionen werden in den folgenden

Abschnitten diskutiert.

✺✳✷ ❈❉✽✰❚✲❩❡❧❧❡♥ ✈❡r♠✐tt❡❧♥ ❡✐♥❡♥ ❡✛❡❦t✐✈❡♥ ✉♥❞

❧❛♥❣❛♥❤❛❧t❡♥❞❡♥ ❙❝❤✉t③ ❣❡❣❡♥ü❜❡r ❘✳ t②♣❤✐

Die bedeutende Rolle von zytotoxischen T-Zellen bei der Bekämpfung von Rickettsien wur-

de bereits in den 80er Jahren vermutet. Grund diese Annahme war, dass die Zugabe isolier-

ter Milzzellen aus R. typhi- und O. tsutsugamushi-infizierten Mäusen zur spezifischen Ly-

se von Gewebekulturzellen führte, die mit den gleichen Erregern infiziert waren [189]. Ei-

ne effektive zytotoxische T-Zellantwort setzt die Antigen-spezifische Aktivierung von CD8+T-

Zellen voraus. Dies resultiert in der Expansion Antigen-spezifischer T-Zellen, die im Rah-

men einer Infektion häufig zu einem nachweisbaren Anstieg der T-Zellzahl führt. So ließ

sich bei C3H/HeN-Mäusen infolge einer R. conorii-Infektion eine Expansion und Infiltra-
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tion von CD8+T-Zellen in der Milz und Leber beobachten [163]. Eine steigende Anzahl an

CD8+T-Zellen war zudem in der Milz und Lunge von O. tsutsugamushi-infizierten BALB/c-

Mäusen detektierbar [190]. Im Verlauf einer Infektion mit R. typhi wurde eine generelle Zu-

nahme von CD8+ T-Zellen weder in C57BL/6- noch in BALB/c-Mäusen festgestellt. Dies deu-

tet darauf hin, dass möglicherweise nur wenige spezifische CD8+ T-Zellklone entstehen, de-

ren Expansion im gesamten CD8+ T-Zellpool nicht nachweisbar ist. Eine Analyse der Ex-

pression von KLRG1, einem Marker für CD8+Effektorzellen [174], und CD11a, einem Marker

für Antigen-erfahrener CD8+T-Zellen [173], zeigte jedoch einen Anstieg Antigen-erfahrener

CD8+T-Effektorzellen im Infektionsverlauf. Ein signifikant erhöhter Anteil Antigen-erfahrener

CD8+T-Zellen war am 7. Tag nach Infektion sowohl in C57BL/6- als auch in BALB/c-Mäusen

detektierbar. Mit dem Anstieg Antigen-erfahrener CD8+T-Zellen korrelierte auch die Expres-

sion der Effektormoleküle IFNγ und Granzym B. In C57BL/6- und BALB/c-Mäusen ließ sich

am 7. Tag nach Infektion der größte Anteil IFNγ- und Granzym B-produzierender CD8+T-

Zellen nachweisen. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit Beobachtungen, die bereits in R.

typhi-infizierten C3H/HeN-Mäusen gemacht wurden. Dort erreichte die Aktivität der CD8+T-

Zellen ihr Maximum ebenfalls am 7. Tag nach Infektion und korrelierte mit dem Beginn der

Eliminierung der Rickettsien [191]. Die Frequenz der IFNγ-Produzenten war zu diesem In-

fektionszeitpunkt in C57BL/6- und BALB/c-Mäusen vergleichbar hoch, während der Anteil

Granzym B-exprimierender CD8+T-Zellen in BALB/c-Mäusen um die Hälfte geringer war

als in C57BL/6-Mäusen. Granzym B ist für die zytotoxische Aktivität von CD8+T-Zellen von

entscheidender Bedeutung [192]. Diese Ergebnisse sind daher ein Indiz dafür, dass die In-

duktion zytotoxischer CD8+T-Zellen in BALB/c-Mäusen im Vergleich zu C57BL/6-Mäusen

weniger effizient ist. Ähnliche Beobachtungen wurden u. a. bei der Infektion mit Leishma-

nia major gemacht [193]. Weitere Unterschiede hinsichtlich der CD8+ T-Zellantwort zeigten

sich bei C57BL/6- und BALB/c-Mäusen auch im Verlauf der Infektion. In C57BL/6-Mäusen

nahm der Anteil an CD8+T-Effektorzellen, die IFNγ und Granzym B exprimierten, ab dem 14.

Tag nach Infektion wieder ab, blieb jedoch bis zum 35. Tag konstant über dem Ausgangs-

niveau. Im Gegensatz dazu wurde in BALB/c-Mäusen ein zweites Maximum der CD8+ T-

Zellantwort am 35. Tag nach Infektion beobachtet. Dies deutet auf einen anhaltenden oder

repetitiven Antigenkontakt hin, der in BALB/c-Mäusen zu einer Reaktivierung der T-Zellen

führt. Die Beobachtungen stehen im Einklang mit der Erkenntnis, dass R. typhi in BALB/c-

und C57BL/6-Mäusen persistiert [114] und lassen vermuten, dass ein permanentes Niveau

aktivierter CD8+T-Zellen oder eine regelmäßige Reaktivierung von CD8+T-Zellen für die Kon-

trolle der persistierenden Bakterien notwendig ist. Die Persistenz von R. typhi in C3H/HeN-

Mäusen wurde bislang nicht belegt. In diesen Mäusen lässt sich nach R. typhi-Infektion je-

doch ebenfalls eine anhaltende CD8+T-Zellantwort nachweisen. Die Anzahl der IFNγ-pro-

duzierenden CD8+T-Zellen kehrte in C3H/HeN-Mäusen bis zum 60. Tag nach Infektion nicht

auf das Ausgangsniveau zurück [191]. Wahrscheinlich besteht auch hier ein Zusammenhang
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zwischen der anhaltenden Immunantwort und einer unvollständigen Eliminierung der Bak-

terien.

CD8+T-Zellen sind bei der Abwehr von R. typhi in C3H/HeN-Mäusen von großer Bedeutung.

Eine Depletion dieser T-Zellpopulation war in C3H/HeN-Mäusen mit einer deutlich erhöh-

ten Bakterienlast und Sterblichkeit verbunden [106]. In Abwesenheit von CD8+T-Zellen er-

lagen 93 % der Mäuse einer gewöhnlich subletalen Dosis R. typhi. Ebenso führte die Deple-

tion von CD8+T-Zellen zum Tod von 71 % R. conorii-infizierter C3H/HeN-Mäuse bei einer

normalerweise subletalen Dosis [163]. In O. tsutsugamushi-infizierten BALB/c-Mäusen sind

CD8+T-Zellen für die Limitierung des Bakterienwachstums erforderlich [190]. Bei C57BL/6

MHCI-/- -Mäusen, die keine CD8+T-Zellen besitzen [178, 179], war die tödliche Dosis von R.

australis, verglichen mit C57BL/6 Wildtyp-Mäusen, 50.000-mal geringer [165]. Es war daher

überraschend, dass C57BL/6 MHCI-/- -Mäuse nach R.typhi-Infektion zu keinem Zeitpunkt

Anzeichen einer Erkrankung zeigten und die Infektion über einen Zeitraum von 150 Tagen

überlebten. Wie C57BL/6 MHCI-/- -Mäuse waren jedoch auch C57BL/6 MHCII-/- -Mäuse, die

CD8+ aber keine CD4+T-Zellen besitzen [180, 181], gegenüber R. typhi geschützt und ent-

wickelten keine Symptome. Initial vorhandene CD8+T-Zellen, aber auch CD4+T-Zellen, sind

demnach in der Lage, Schutz gegenüber R. typhi zu vermitteln. Dieses Ergebnis deutet auf

mögliche Unterschiede zwischen der Abwehr von Fleckfieber-Rickettsien, zu denen R. typhi

zählt, und Rickettsien anderer Gruppen hin, für deren Abwehr die CD8+ T-Zellantwort offen-

bar wichtiger ist.

Um die schützende Funktion von CD8+T-Zellen zu prüfen, wurde im Rahmen dieser Arbeit

untersucht, ob ein Transfer dieser T-Zellen den letalen Ausgang einer R. typhi-Infektion in T-

und B-Zell-defizienten Mäusen verhindert und zur Eliminierung der Bakterien führt. Hierfür

wurden C57BL/6 RAG1-/-- und CB17 SCID-Mäuse verwendet, die sich hinsichtlich des Infek-

tionsverlaufs und der Pathologie stark voneinander unterscheiden. C57BL/6 RAG1-/--Mäuse

sind in der Lage, R. typhi über einen langen Zeitraum zu kontrollieren, bevor sich die Bak-

terien vornehmlich im Gehirn vermehren und eine letale Entzündung des ZNS hervorrufen

[114]. Da sich R. typhi bei diesen Mäusen erst etwa 60 Tage nach Infektion nachweisen lässt,

ist die Antigenkonzentration über lange Zeit vermutlich zu gering, um zeitnah eine effizien-

te T-Zellantwort auszulösen. In C57BL/6 RAG1-/--Mäuse wurden daher immune anstatt na-

ive CD8+T-Zellen transferiert. Der Transfer erfolgte zu verschiedenen Infektionszeitpunkten

(Tag 45, 55, 63), um die Reaktion der CD8+T-Zellen sowie die Bakterienlast untersuchen zu

können. CD8+T-Zellen aus R. typhi-infizierten C57BL/6-Mäusen schützten C57BL/6 RAG1-/--

Mäuse vor dem tödlichen Verlauf einer bereits etablierten Infektion. Ein Schutz durch CD8+T-

Zellen wurde selbst dann vermittelt, wenn die Zellen am 63. Tag und damit zu einem In-

fektionszeitpunkt transferiert wurden, an dem die Bakterien bereits im Gehirn expandieren.

Der Transfer immuner CD8+T-Zellen führte zu einer effizienten Eliminierung von R. typhi

in C57BL/6 RAG1-/--Mäusen. Bereits 7 Tage nach dem T-Zelltransfer konnte R. typhi bei nur
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noch 40 % der Empfängermäuse in geringer Anzahl detektiert werden. Auch im Gehirn, dem

Organ mit der höchsten Erregerlast in C57BL/6 RAG1-/--Mäusen [114], waren die Bakterien

zu diesem Zeitpunkt kaum noch nachweisbar.

Sowohl durchflusszytometrische als auch immunhistologische Untersuchungen belegten,

dass die transferierten CD8+T-Zellen in das Gehirn infizierter C57BL/6 RAG1-/--Mäuse mi-

grieren. Infiltrierte CD8+T-Zellen ließen sich 7 Tage nach dem Transfer im Gehirn der Emp-

fängermäuse nachweisen, die ebenfalls eine geringe Erregerlast aufwiesen. In den übrigen

Mäusen waren die T-Zellen im Gehirn nicht detektierbar. In Mäusen, in denen die Bakteri-

en bereits eliminiert wurden, war die Immunantwort daher vermutlich bereits rückläufig. Im

Gegensatz dazu deutet der Nachweis von CD8+T-Zellen im Gehirn auf eine anhaltende Im-

munantwort hin. Eine systemische Reaktion durch den Transfer von CD8+T-Zellen ließ sich

nicht nachweisen. Am 7. Tag nach dem Transfer waren keine erhöhten Zytokinkonzentratio-

nen im Serum der Empfängermäuse messbar.

Ein adoptiver Transfer von CD8+T-Zellen konnte auch bei CB17 SCID-Mäusen das Auftre-

ten einer R. typhi-bedingten Erkrankung verhindern. Bei diesen T-Zelltransferexperimenten

wurden naive CD8+T-Zellen aus BALB/c-Mäusen einen Tag vor R. typhi-Infektion in CB17

SCID-Mäuse transferiert. Ein Transfer von CD8+T-Zellen führte zu einem vollständigen

Schutz der Mäuse und zu einer raschen Eliminierung der Bakterien. Bereits 7 Tage nach

der Infektion konnte eine deutlich reduzierte Erregerlast in Mäusen festgestellt werden, die

CD8+T-Zellen erhalten hatten. Der CD8+T-Zell-vermittelte Schutz war R. typhi-spezifisch und

nicht auf Begleiterscheinungen, wie einem kurzfristigen Anstieg der Zytokinproduktion nach

T-Zelltransfer, zurückzuführen. Dies bewies ein Experiment, bei dem die CD8+T-Zellen nicht

einen, sondern 14 Tage vor der Infektion transferiert wurden. Die veränderte Durchführung

des Experiments hatte keinen Einfluss auf das Ergebnis. Dass ein Transfer von CD8+T-Zellen

Schutz vermittelt, wurde ebenfalls in R. conorii-infizierten C3H/HeN-Mäusen beobachtet.

C3H/HeN-Mäuse besitzen zwar T- und B-Zellen, sind jedoch suszeptibel gegenüber der In-

fektion mit verschiedenen Rickettsienarten [105, 106]. Ein Transfer immuner CD8+T-Zellen

schützte C3H/HeN-Mäuse vor einer normalerweise letalen R. conorii-Dosis. Im Gegensatz

zum Transfer von CD8+T-Zellen in CB17 SCID-Mäuse, vermittelten naive CD8+T-Zellen in

diesem Modell keinen Schutz [163]. Eine Studie mit O. tsutsugamushi belegte ebenfalls die

protektive Wirkung eines Transfers immuner CD8+T-Zellen [190]. BALB/c-Mäuse, die im-

mune CD8+T-Zellen erhalten hatten, besaßen eine signifikant höhere Überlebensrate nach

O. tsutsugamushi-Infektion. Wie bei einem Transfer in C57BL/6 RAG1-/-- und CB17 SCID-

Mäuse, zeigte sich auch hier eine effiziente Eliminierung der Bakterien durch die transferier-

ten CD8+T-Zellen.

Die durchgeführten Studien belegen, dass CD8+T-Zellen sowohl C57BL/6 RAG1-/-- als auch

CB17 SCID-Mäuse vor einer R. typhi-bedingten Erkrankung schützen. CD8+T-Zellen allein

sind ausreichend, um die Bakterien effizient zu eliminieren und einen 100 %igen Schutz zu
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erzielen.

✺✳✸ ❈❉✹✰❚✲❩❡❧❧❡♥ ✈❡r♠✐tt❡❧♥ ❡❜❡♥❢❛❧❧s ❙❝❤✉t③ ❣❡❣❡♥ü❜❡r

❘✳ t②♣❤✐

Neben CD8+T-Zellen sind auch CD4+T-Zellen in der Lage, vor einer R. typhi-bedingten Er-

krankung zu schützen. Infizierte C57BL/6 MHCI-/--Mäuse, die über funktionelle CD4+ T-

Zellen, aber nicht über CD8+T-Zellen verfügen [178, 179], zeigten zu keinem Zeitpunkt Symp-

tome einer Erkrankung und überlebten eine Infektion mit R. typhi. Dieses Ergebnis war über-

raschend, da CD8+T-Zellen eine weit wichtigere Rolle bei der Beseitigung von Rickettsien

zugeschrieben wird. Die CD4+T-Zellantwort wurde daraufhin eingehend charakterisiert. Ei-

ne gesteigerte Proliferation von CD4+T-Zellen im Verlauf einer R. typhi-Infektion ließ sich

in der Milz von C57BL/6- und BALB/c-Mäusen nicht nachweisen. Ähnliche Beobachtungen

wurden auch bei der Infektion von C57BL/6-Mäusen mit O. tsutsugamushi gemacht [190].

Auch hier blieb der Anteil an CD4+T-Zellen während der Infektion konstant. In C57BL/6-

und BALB/c-Mäusen wird im Verlauf einer R. typhi-Infektion eine TH1-gerichtete Immunant-

wort eingeleitet. Diese zeichnet sich durch eine Zunahme der IFNγ-Produzenten innerhalb

der CD4+ T-Zellpopulation und eine erhöhte Freisetzung von IFNγ und TNFα nach in vitro

Restimulation aus. Ein signifikanter Anstieg IFNγ-exprimierender CD4+T-Zellen wurde bei

C57BL/6- und BALB/c-Mäusen am 7. Tag nach R. typhi-Infektion gemessen. Generell korre-

lierte die Kinetik der Aktivierung von CD4+T-Zellen mit der von CD8+T-Zellen. Unterschiede

bezüglich der T-Zellaktivität wurden auch hier zwischen C57BL/6- und BALB/c-Mäusen be-

obachtet. Während der Anteil IFNγ-produzierender CD4+T-Zellen bei C57BL/6-Mäusen im

Infektionsverlauf wieder abnahm, war bei BALB/c-Mäusen ein weiteres Maximum am 35.

Tag nach R. typhi-Infektion detektierbar. Diese Daten lassen auf eine wiederholte Aktivie-

rung der CD4+T-Zellen zur Kontrolle persistierender Rickettsien schließen. Eine Reaktivie-

rung von CD4+T-Zellen wurde bei C57BL/6-Mäusen nicht festgestellt. Dennoch ließ sich in

diesen Mäusen zu einem späten Zeitpunkt der Infektion ein leicht erhöhter Anteil aktivier-

ter CD4+T-Zellen nachweisen. Ähnlich wie die CD8+T-Zellantwort scheint auch die CD4+T-

Zellantwort im Verlauf der R. typhi-Infektion bei BALB/c-Mäusen weniger effizient zu sein

als bei C57BL/6-Mäusen. Im Vergleich zu C57BL/6-Mäusen waren in BALB/c-Mäusen 7 Tage

nach R. typhi-Infektion nur etwa halb so viele IFNγ-produzierende CD4+T-Zellen detektier-

bar (6 % statt 14 %). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der Beobachtung, dass BALB/c-

Mäuse gegenüber C57BL/6-Mäusen generell eine schwächere TH1-Antwort ausbilden [172].

Entsprechende Beschreibungen finden sich ebenfalls für die Infektion mit anderen intrazel-

lulären Erregern wie Leishmania major [193] und Yersinia enterocolitica [194].

Für die Vermittlung von Schutz in R. typhi-infizierten C57BL/6- und BALB/c-Mäusen sind

CD4+T-Zellen nicht essenziell. Das bestätigte zum einen der Transfer von CD8+T-Zellen in
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C57BL/6 RAG1-/-- und CB17 SCID-Mäuse, der in Abwesenheit von CD4+T-Zellen zu einem

100 %igen Schutz führte, und zum anderen die Infektion von C57BL/6 MHCII-/--Mäusen.

C57BL/6 MHCII-/--Mäuse, die nicht in der Lage sind funktionelle CD4+T-Zellen auszubilden

[180, 181], zeigten zu keinem Zeitpunkt Symptome und überlebten die R. typhi-Infektion.

Auch für die Abwehr von R. conorii sind CD4+T-Zellen für den Schutz nicht zwingend er-

forderlich. Die Infektion von C3H/HeN-Mäusen mit einer subletalen Dosis R. conorii nahm

nach Depletion von CD4+T-Zellen den gleichen Verlauf wie bei nichtdepletierten Tieren. Die

Mäuse waren in der Lage die Bakterien zu eliminieren und erholten sich von der Erkran-

kung [163]. Auch bei anderen Infektionen mit intrazellulären Erregern sind CD8+T-Zellen für

die Abwehr von größerer Relevanz, da sie infizierte Zellen direkt abtöten können. Beispiele

hierfür sind Infektionen mit Plasmodien [195] und Listerien [196]. Es gibt aber auch gegen-

teilige Beobachtungen, beispielsweise für die Infektion mit dem intrazellulären Bakterium

Chlamydia (C.) trachomatis. Hier führte eine Depletion von CD4+T-Zellen bei der Infektion

von BALB/cnu/+ -Mäusen zu einem signifikanten Anstieg der Bakterienlast und einer vermin-

derten Überlebenswahrscheinlichkeit [197]. CD4+T-Zellen kommt bei der Abwehr von C. tra-

chomatis sogar eine entscheidendere Rolle zu als CD8+T-Zellen [197, 198]. Bei der Infektion

von Mäusen mit R. typhi können CD4+T-Zellen die Abwesenheit von CD8+T-Zellen offenbar

ausgleichen und einen ebenso guten Schutz vermitteln. Dies zeigt nicht nur die Resistenz

der C57BL/6 MHCI-/--Mäuse gegenüber R. typhi, sondern auch der adoptive Transfer von

CD4+T-Zellen in R. typhi-infizierte C57BL/6 RAG1-/-- und CB17 SCID-Mäuse. Der Transfer

immuner CD4+T-Zellen konnte C57BL/6 RAG1-/--Mäuse schützen und das Bakterienwachs-

tum erfolgreich kontrollieren. Hier erfolgte der T-Zelltransfer zu einem Zeitpunkt, an dem

sich die R. typhi-Infektion bereits etablieren konnte [114]. Im Gegensatz zu CD8+T-Zellen,

die unabhängig vom Zeitpunkt des Transfers einen 100 %igen Schutz gewährleisteten, waren

CD4+T-Zellen weniger effizient, wenn der Transfer zu einem späten Zeitpunkt, am 63. Tag

nach Infektion, erfolgte. Während CD8+T-Zellen R. typhi 7 Tage nach dem Transfer bereits

nahezu vollständig eliminiert hatten, war die Bakterienlast in CD4+ T-Zellrezipienten ledig-

lich tendenziell verringert. Dennoch konnte der Transfer von CD4+T-Zellen zu diesem späten

Infektionszeitpunkt noch 60 % der C57BL/6 RAG1-/--Mäuse vor dem tödlichen Ausgang der

Infektion bewahren.

Ebenso führte auch der Transfer naiver CD4+T-Zellen in R. typhi-infizierten CB17 SCID-Mäu-

sen zu einer signifikant gesteigerten Überlebensrate und langfristigen Kontrolle des Bak-

terienwachstums. Im Gegensatz zu CB17 SCID-Mäusen, die CD8+T-Zellen erhalten hatten,

verlief die R. typhi-Infektion nach Transfer von CD4+T-Zellen jedoch nicht asymptomatisch.

Symptome sowie erhöhte Serum-GPT-Konzentrationen traten mit gleicher Kinetik wie bei

infizierten Kontrollmäusen auf. Die Erkrankung war aber im Vergleich mild, und die Mäuse

erholten sich bis zum 21. Tag nach Infektion wieder. Die Eliminierung der Bakterien durch

CD4+T-Zellen war auch in diesem Infektionsmodell im Vergleich zu der durch CD8+T-Zellen
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verzögert. Während CD8+T-Zellen die Bakterien bereits 7 Tage nach der Infektion weitge-

hend eliminiert hatten, war die Bakterienlast in den Organen der CD4+T-Zellrezipienten noch

mit der von Kontrollmäusen vergleichbar. Entsprechend dem Transfer von CD8+T-Zellen,

war der CD4+T-Zell-vermittelte Schutz nicht auf unspezifische Effekte, wie einer temporä-

ren Überexpression von Effektormolekülen infolge des Transfers, zurückzuführen. Die In-

fektion von CB17 SCID-Mäusen, die erst 14 Tage nach Erhalt der CD4+T-Zellen mit R. ty-

phi infiziert wurden, nahm einen ähnlichen Verlauf wie die Infektion, die am Folgetag des

T-Zelltransfers durchgeführt wurde. Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass CD8+T-

Zellen im Vergleich zu CD4+T-Zellen imstande sind, die Infektion schneller zu kontrollieren.

Allerdings können auch CD4+T-Zellen einen hinreichenden Schutz gegenüber der Infektion

mit R. typhi vermitteln. Die schützende Wirkung eines CD4+ T-Zelltransfers wurde darüber

hinaus auch in R. conorii-infizierten C3H/HeN-Mäusen gezeigt. Nach dem Transfer immu-

ner CD4+T-Zellen überlebten diese Mäuse die Infektion mit einer normalerweise tödlichen

Dosis R. conorii [163].

Um einen Eindruck über die Wirkungsweise der CD4+T-Zellen in vivo zu erhalten, wurde 7

Tage nach T-Zelltransfer die Zytokinkonzentration im Serum von R. typhi-infizierten C57BL/6

RAG1-/--Mäusen bestimmt. Im Vergleich zu Kontrollmäusen und CD8+ T-Zellrezipienten war

die IFNγ-Konzentration im Serum von Mäusen, die CD4+T-Zellen erhalten hatten, erhöht.

Dies belegt, dass aktivierte CD4+T-Zellen dieses Zytokin in vivo freisetzen. Darüber hinaus

wurden immunhistochemische und durchflusszytometrische Untersuchungen durchgeführt.

Hierbei wurde insbesondere die Immunreaktion im Gehirn der Tiere analysiert, da dieses Or-

gan in R. typhi-infizierten C57BL/6 RAG1-/- -Mäusen die höchste Erregerlast aufweist [114].

Die Untersuchungen zeigten, dass CD4+T-Zellen, 7 Tage nach dem Transfer, im Gehirn aller

Empfängermäuse nachweisbar waren. Zudem ließen sich die T-Zellen auch im Rückenmark

der Mäuse detektieren. Die Anwesenheit der T-Zellen im ZNS war mit einem signifikanten

Anstieg der Frequenz iNOS-exprimierender Makrophagen und Mikroglia verbunden. Hier-

bei spielt vermutlich das von CD4+T-Zellen freigesetzte IFNγ eine Rolle. Dieses Zytokin ist

ein wichtiger Induktor für die Expression von iNOS [143, 144]. iNOS selbst katalysiert die Bil-

dung von NO, das für die Beseitigung intrazellulärer Pathogene von großer Bedeutung ist

[182]. Makrophagen sind neben Endothelzellen Zielzellen von R. typhi [32, 35]. Die Bakterien

lassen sich auch in Makrophagen detektieren, die in das ZNS infizierter C57BL/6 RAG1-/--

Mäuse migrieren [114]. Die Beobachtungen legen daher nahe, dass CD4+T-Zellen die Elimi-

nierung von R. typhi fördern, indem sie die antimikrobielle Aktivität von Makrophagen und

Mikroglia steigern. Bei einigen C57BL/6 RAG1-/--Mäusen, die CD4+T-Zellen erhalten hatten,

waren die Bakterien in der Tat bereits 7 Tage nach dem Transfer kaum noch nachweisbar. Im

Gehirn dieser Mäuse ließ sich dennoch ein deutlich erhöhter Anteil iNOS-exprimierender

Makrophagen und Mikroglia nachweisen. Eine erhöhte iNOS-Expression in Makrophagen

und Mikroglia wird auch bei anderen Infektionen, die das ZNS betreffen, mit einer Reduzie-
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rung der Erregerlast in Zusammenhang gebracht [199–201]. Die Freisetzung von NO durch

iNOS ist im Gehirn mit neuropathologischen Effekten assoziiert. NO führt zur Schädigung

bzw. zum Zelltod von Neuronen und Oligodendrozyten [202–204] und ist an der Pathologie

verschiedener Erkrankungen, wie der Alzheimer, Parkinson, Multiples Sklerose und Schlag-

anfall beteiligt [205, 206]. Im Gehirn von C57BL/6 RAG1-/--Mäusen, die der Infektion mit R.

typhi trotz CD4+T-Zelltransfers erlagen, waren keine Bakterien mehr nachweisbar. Die Ent-

wicklung einer neurologischen Erkrankung ist in diesem Fall vermutlich auf immunpatho-

logische Effekte und nicht auf die direkte Schädigung neuronaler Zellen durch die Bakterien

zurückzuführen.

Im Zuge dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass CD4+T-Zellen genauso in

der Lage sind, R. typhi zu eliminieren und infizierte Mäuse vor einem tödlichen Krankheits-

verlauf zu schützen wie CD8+T-Zellen. Voraussetzung hierfür ist die rechtzeitige Anwesenheit

dieser Zellen.

✺✳✹ ❋✉♥❦t✐♦♥❡❧❧❡ ❱♦r❛✉ss❡t③✉♥❣❡♥ ❢ür ❞❡♥ ❙❝❤✉t③ ❞✉r❝❤

❈❉✽✰ ✉♥❞ ❈❉✹✰❚✲❩❡❧❧❡♥

In resistenten C57BL/6- und BALB/c-Mäusen kommt es im Verlauf der Infektion mit R. typhi

zum Anstieg der Frequenz zytotoxischer CD8+T-Zellen, die Granzym B und IFNγ exprimieren

sowie zur Ausbildung einer CD4+ TH1-Zellantwort, die durch die Freisetzung von IFNγ und

TNFα charakterisiert ist. In den vorangegangenen Kapiteln wurde beschrieben, dass sowohl

CD8+ als auch CD4+T-Zellen T- und B-Zell-defiziente Mäuse vor einem letalen Ausgang der R.

typhi-Infektion schützen und die Bakterien erfolgreich eliminieren. Im letzten Teil der Arbeit

wurden die für diesen Schutz zugrundeliegenden Mechanismen untersucht.

✺✳✹✳✶ ❈❉✽✰❚✲❩❡❧❧❡♥ s❝❤üt③❡♥ ✉♥❛❜❤ä♥❣✐❣ ✐❤r❡r P❡r❢♦r✐♥✲✈❡r♠✐tt❡❧t❡♥

❩②t♦t♦①✐③✐tät

CD8+T-Zellen sind imstande, infizierte Zellen gezielt abzutöten. Für die Abwehr der meisten

intrazellulären Erreger sind CD8+T-Zellen daher von entscheidender Bedeutung. Der pro-

grammierte Zelltod kann in infizierten Zielzellen durch einen Granula- oder Rezeptor-ver-

mittelten Signalweg eingeleitet werden [192]. Die Hauptfunktion der Rezeptor-vermittelten

Apoptose ist die Beseitigung selbstreaktiver lymphoider Zellen [168]. Für die Eliminierung

von intrazellulären Pathogenen ist dieser Signalweg von geringer Relevanz [207]. Die Induk-

tion des programmierten Zelltods über den Granula-vermittelten Signalweg erfolgt durch die

Freisetzung von Perforin und Granzymen [186]. In Abwesenheit von Perforin ist es CD8+T-

Zellen nicht möglich, eine Granula-vermittelte Apoptose einzuleiten. Eine Perforindefizienz

führt zu einer massiven Beeinträchtigung der Eliminierung von Viren und anderen intrazellu-

lären Pathogenen [207, 208]. Auf die Überlebenswahrscheinlichkeit R. typhi-infizierter Mäuse
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hatte die Abwesenheit von Perforin erstaunlicherweise keinen Einfluss. BALB/c

Perforin-/--Mäuse wiesen zu keinem Zeitpunkt Symptome der Erkrankung auf und überleb-

ten eine Infektion mehr als 120 Tage. Dieses Ergebnis kann dadurch erklärt werden, dass

BALB/c Perforin-/--Mäuse über funktionelle CD4+T-Zellen verfügen, die einen adäquaten

Schutz vermitteln können. Überraschenderweise führte aber auch der Transfer von Perforin-

defizienten CD8+T-Zellen in R. typhi-infizierten CB17 SCID-Mäusen zu einem 100 %igen

Schutz. Nach dem Transfer von CD8+T-Zellen aus BALB/c Perforin-/--Mäusen überlebten alle

CB17 SCID-Mäuse ohne Anzeichen einer Erkrankung. Zudem eliminierten Perforin-defizien-

te CD8+T-Zellen R. typhi erfolgreich. Die Bakterienlast lag 128 Tage nach der Infektion in al-

len untersuchten Organen unterhalb der Nachweisgrenze. Dieses Ergebnis zeigt, dass CD8+T-

Zellen ohne Perforin-vermittelte Zytotoxizität vor einer R. typhi-bedingten Erkrankung schüt-

zen.

In vorangegangene Studien wurde die Bedeutung von Perforin bisher lediglich für die Be-

kämpfung von R. australis, einem Vertreter der Übergangsgruppe, untersucht. Dabei war

die tödliche Dosis von R. australis in C57BL/6 Perforin-/--Mäusen, verglichen mit der von

C57BL/6 Wildtyp-Mäusen, 100-mal geringer [165]. Bei der Abwehr dieser Rickettsien spielt

Perforin offenbar eine wesentlich wichtigere Rolle als bei der Bekämpfung von R. typhi.

Neben zytotoxischen Effektorproteinen, wie Granzym B, exprimieren CD8+T-Zellen in der R.

typhi-Infektion auch IFNγ. Dieses Zytokin kann einen wichtigen Beitrag zur Abwehr intrazel-

lulärer Pathogene leisten. Zu einer der wichtigsten Aufgaben von IFNγ zählt die Aktivierung

der antimikrobiellen Funktion von Makrophagen [185]. Der in Abwesenheit von Perforin ge-

währte Schutz durch CD8+ T-Zellen beruht daher vermutlich auf der Freisetzung von IFNγ.

Die Rolle von IFNγ bei der Abwehr von R. typhi wurde zunächst in BALB/c IFNγ-/--Mäusen

untersucht. In Studien mit C57BL/6 IFNγ-/--Mäusen wurde gezeigt, dass das Fehlen von IFNγ

zu einer deutlich erhöhten Suszeptibilität gegenüber R. australis führt. Die letale Dosis R.

australis war hierbei um das 100fache gegenüber C57BL/6 Wildtyp-Mäusen verringert [165].

Das Fehlen von IFNγ hatte bei R. typhi-infizierten BALB/c IFNγ-/--Mäusen jedoch keinen

Einfluss auf die Überlebensrate. Eine Infektion verlief in diesen Mäusen völlig asymptoma-

tisch. Die Abwehr von R. typhi beruht in BALB/c IFNγ-/--Mäusen vermutlich auf der zytotoxi-

schen Aktivität der CD8+T-Zellen und der Antwort der CD4+T-Zellen, die in Abwesenheit von

IFNγ zu TH17-Zellen differenzieren (Abschn. 5.4.2). Darüber hinaus konnte gezeigt werden,

dass IFNγ-defiziente CD8+T-Zellen fähig sind, CB17 SCID-Mäuse vor dem Auftreten einer

Erkrankung zu schützen. Durch den Transfer der CD8+T-Zellen aus BALB/c IFNγ-/- -Mäusen

konnte in R. typhi-infizierten CB17 SCID-Mäusen ein 100 %iger Schutz erzielt werden. In

dieser Situation kann die schützende Wirkung der CD8+T-Zellen nur auf die zytotoxische Ak-

tivität der Zellen zurückgeführt werden. Interessant ist hierbei, dass sich in 80 % der Mäuse,

die CD8+IFNγ-/- T-Zellen erhalten hatten, am Ende des Experiments (120 Tage nach Infekti-

on) noch geringe Mengen R. typhi, vornehmlich im Gehirn, nachweisen ließen. Im Gegensatz
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dazu waren bei der Mehrzahl der CD8+Perforin-/-T-Zellrezipienten zu diesem Infektionszeit-

punkt keine Bakterien mehr detektierbar. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass R.

typhi vorzugsweise im Gehirn, einem immunprivilegierten Organ, persistiert. Die Persistenz

von R. typhi im Gehirn wurde bereits bei Ratten und Mäusen dokumentiert [209]. Die Bakteri-

en ließen sich auch dort über Monate nachweisen, obwohl die Tiere keine Symptome aufwie-

sen. Im Gegensatz zur Infektion mit R. typhi ist die zytotoxische Aktivität der CD8+T-Zellen

bei der Abwehr von R. australis von größerer Relevanz als die Freisetzung von IFNγ. So sind

C57BL/6 Perforin-/- -Mäuse deutlich anfälliger für eine R. australis-Infektion als C57BL/6

IFNγ-/--Mäuse [165]. Darüber hinaus führte ein Transfer immuner IFNγ-defizienter CD8+T-

Zellen bei R. australis-infizierten C57BL/6 IFNγ-/- -Mäusen zu einer deutlich reduzierten Er-

regerlast und einem verbesserten Schutz [165]. Für die Abwehr und Langzeitkontrolle von R.

typhi scheint hingegen die Freisetzung von IFNγ wichtiger zu sein als die zytotoxische Akti-

vität der CD8+T-Zellen.

✺✳✹✳✷ ❙♦✇♦❤❧ ❈❉✹✰❚❍✶✲ ❛❧s ❛✉❝❤ ❈❉✹✰❚❍✶✼✲❩❡❧❧❡♥ ✇✐r❦❡♥ ♣r♦t❡❦t✐✈

❣❡❣❡♥ü❜❡r ❘✳ t②♣❤✐

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass CD4+T-Zellen T- und B-defiziente Mäuse vor einem töd-

lichen Verlauf einer R. typhi-Infektion schützen. Funktionell zeichnen sich diese Zellen in

der R. typhi-Infektion von Wildtyp-Mäusen durch die Produktion von IFNγ und TNFα aus

und weisen daher einen TH1-Phänotyp auf. Diese Zytokine waren nicht nur nach Antigen-

abhängiger in-vitro-Restimulation messbar, sondern ließen sich in erhöhter Konzentration

auch im Serum von CB17 SCID-Mäusen nachweisen, die CD4+T-Zellen erhalten hatten. IFNγ

steigert die bakterizide Aktivität von Makrophagen und Endothelzellen, indem es die Expres-

sion von iNOS und folglich die Freisetzung von NO induziert [143–145]. TNFα ist ebenfalls

in der Lage, Endothelzellen und Makrophagen zu aktivieren. Bei der Induktion von reaktiven

Stickstoffmetaboliten in Makrophagen kann TNFα mit IFNγ kooperieren [210]. Die Bedeu-

tung der von den CD4+T-Zellen freigesetzten Zytokine für die Aktivierung R. typhi-infizierter

Makrophagen und die Eliminierung der Bakterien wurde zunächst in vitro untersucht. Die-

se Studien zeigten, dass immune CD4+T-Zellen, aus R. typhi-infizierten BALB/c-Mäusen, die

Freisetzung von NO in infizierten Makrophagen induzieren und das Bakterienwachstum in-

hibieren. Da bei CD4+T-Zellen keine zytotoxischen Eigenschaften nachweisbar waren, muss

dieser Effekt auf die gesteigerte bakterizide Wirkung der Makrophagen in Anwesenheit von

immunen CD4+T-Zellen zurückzuführen sein. Die Neutralisation von IFNγ oder TNFα in-

hibierte die Sekretion von NO. Dies belegt, dass beide Zytokine an der Induktion der NO-

Freisetzung beteiligt sind. Die Hemmung des Bakterienwachstums in Anwesenheit immuner

CD4+T-Zellen wurde jedoch durch Neutralisation von IFNγ und TNFα nicht vollständig auf-

gehoben. Eine Erklärung dafür könnte die unvollständige Neutralisation der Zytokine sein.

Eindeutig belegt wurde die bakterizide Wirkung beider Zytokine durch die Behandlung infi-
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zierter Makrophagen mit rekombinantem IFNγund TNFα. Die Inkubation R. typhi-infizierter

Makrophagen mit IFNγ oder TNFα reduzierte die Erregerlast deutlich, auch wenn keines der

Zytokine zur Freisetzung messbarer NO-Mengen führte (Daten nicht gezeigt). Hierfür schei-

nen daher entweder weitere Faktoren notwendig, oder aber die eingesetzte Konzentration

der Zytokine war nicht ausreichend, um die Freisetzung messbarer Mengen NO zu indu-

zieren. Der Einfluss von IFNγ und TNFα auf das Bakterienwachstum in vitro wurde auch

in Studien mit R. prowazekii und R. conorii untersucht. In R. prowazekii-infizierten L929-

Fibroblasten wurde die NO-Produktion durch Zugabe von IFNγ und TNFα induziert und die

Erregerlast reduziert [211]. Eine Hemmung der NO-Synthese durch N-Methyl-L-Arginin ver-

ringerte den bakteriziden Effekt von IFNγ und TNFα bei der Infektion von L929-Fibroblasten

mit R. prowazekii 83-2P [211]. Bei der Infektion mit R. prowazekii Madrid E wurde die Wir-

kung von IFNγ und TNFα durch N-Methyl-L-Arginin hingegen nur leicht verändert [211]. Die

antimikrobielle Wirkung von IFNγ und TNFα erfolgt hier sowohl über einen NO-abhängigen

als auch unabhängigen Mechanismus. Ferner belegen Versuche mit R. conorii, dass rekombi-

nantes TNFα das Bakterienwachstum in HEp2-Zellen hemmt. Der inhibitorische Effekt von

TNFα wurde durch Zugabe von rekombinantem IFNγ zusätzlich gesteigert [212]. Die Be-

deutung von IFNγ und TNFα bei der Abwehr von Rickettsien bestätigten auch verschiedene

in-vivo-Untersuchungen. Die Depletion von IFNγ oder TNFα war bei R. conorii-infizierten

C3H/HeN-Mäusen mit einem unkontrollierten Bakterienwachstum verbunden und führte

zum Tod aller Mäuse bei einer normalerweise subletalen Dosis [142]. Swiss-Webster-Mäuse,

die resistent gegenüber der R. conorii-Infektion sind, entwickelten nach der Neutralisierung

von IFNγ Symptome und etwa die Hälfte der Mäuse verstarb infolge der Infektion [164]. Bei

C3H/HeN-Mäusen nahm die Erregerlast und Sterblichkeit, bei einer gewöhnlich subletalen

Dosis R. typhi, durch die Neutralisierung von IFNγ deutlich zu [106]. In Verbindung mit der

Literatur legen die Ergebnisse der Arbeit nahe, dass CD4+T-Zellen in der R. typhi-Infektion zu

TH1-Zellen differenzieren und Schutz durch die Freisetzung von IFNγ und TNFα vermitteln.

Dennoch ist die Rolle von IFNγ bei der Abwehr von R. typhi nicht eindeutig geklärt. Wie im

vorherigen Abschnitt beschrieben, hatte das Fehlen von IFNγbei R. typhi-infizierten BALB/c-

Mäusen im Gegensatz zu C3H/HeN-Mäusen keine Auswirkungen. BALB/c IFNγ-/- -Mäuse

entwickelten keine Symptome und überlebten die Infektion. Im Vergleich zu BALB/c- und

C57BL/6-Mäusen, sind C3H/HeN-Mäuse jedoch grundsätzlich empfänglicher für Rickett-

sieninfektionen, sodass auch stammspezifische Unterschiede in der Immunantwort einen

Einfluss auf das Ergebnis haben können [103]. Durch den adoptiven Transfer von IFNγ-defi-

zienten CD4+T-Zellen in R. typhi-infizierte CB17 SCID-Mäuse konnte jedoch eindeutig ge-

zeigt werden, dass CD4+T-Zellen in der Lage sind, ohne IFNγ Schutz zu vermitteln. 30 - 90 %

dieser Mäuse überlebten die Infektion mit R. typhi. Darüber hinaus führte der Transfer von

CD4+ IFNγ-/-T-Zellen in CB17 SCID-Mäusen zur deutlichen Abnahme der Erregerlast und

Langzeitkontrolle des Bakterienwachstums. Mehr als 120 Tage nach R. typhi-Infektion lie-
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ßen sich die Bakterien nur noch in wenigen Empfängermäusen in geringer Zahl nachweisen.

Diese Tiere zeigten dennoch keine Symptome. Selbst in Mäusen, die der Infektion trotz T-

Zelltransfers erlagen, wurde eine reduzierte Erregerlast im Vergleich zur infizierten Kontroll-

gruppe detektiert.

Zunächst wurde vermutet, dass TNFα in diesem Szenario das Fehlen von IFNγ kompensiert

und für den Schutz durch CD4+IFNγ-/-T-Zellen verantwortlich ist. Diese Annahme ließ sich

jedoch nicht bestätigen. Entgegen den Erwartungen führte die Neutralisation von TNFα nach

Transfer von CD4+IFNγ-/-T-Zellen sogar zu einem milderen Krankheitsverlauf und steiger-

te die Überlebenswahrscheinlichkeit. Zudem reduzierten die transferierten CD4+IFNγ-/-T-

Zellen die Erregerlast unabhängig von TNFα. TNFα ist daher nicht nur für die Erregerabwehr

entbehrlich, sondern besitzt offenbar pathologische Effekte, die nach einem Transfer von

CD4+T-Zellen aus BALB/c Wildtyp-Mäusen nicht sichtbar waren. Die schützende Wirkung

von CD4+ IFNγ-/-T-Zellen musste demnach auf anderen Faktoren beruhen. Anschließende

Analysen zeigten, dass IFNγ-defiziente CD4+T-Zellen im Verlauf einer R. typhi-Infektion zu

TH17-Zellen differenzieren. Im Gegensatz zu immunen CD4+T-Zellen aus Wildtyp-Mäusen

setzten CD4+IFNγ-/-T-Zellen nach Antigenerkennung in vitro neben vergleichbaren Mengen

TNFα vor allem die TH17-Zytokine IL-17 und IL-22 frei. Offenbar vermitteln auch diese Zel-

len einen Schutz gegenüber R. typhi. IL-17A induziert in Makrophagen und Gewebezellen

die Bildung proinflammatorischer Zytokine (IL-6, TNFα, IL-1β)[213] und Chemokine (CXCL1,

CXCL6, CXCL8, CINC, CCL2) [214]. Durch die Freisetzung der Chemokine werden Neutrophi-

le zum Infektionsherd gelockt, wo diese zur Erregereliminierung beitragen können [155, 156].

IL-17A steigert darüber hinaus die Produktion von NO [157] und Matrixmetalloproteinasen

[215]. Zusammen mit IL-22 erhöht IL-17A die Expression antimikrobieller Peptide in Epithel-

zellen [158, 160]. All diese Mechanismen können zur Abwehr von R. typhi beitragen. In vi-

tro reduzierten immune CD4+IFNγ-/-T-Zellen ebenso wie CD4+T-Zellen aus Wildtyp-Mäusen

das Bakterienwachstum in Makrophagen. Dies zeigt, dass die von TH17-Zellen sekretierten

Zytokine einen Einfluss auf die antimikrobielle Aktivität R. typhi-infizierter Makrophagen

ausüben.

Eine schützende Funktion von TH17-Zellen ist bisher vor allem für die Abwehr extrazellu-

lärer Erreger bekannt [155, 216, 217]. In einigen jüngeren Publikationen konnte jedoch ge-

zeigt werden, dass TH17-Zellen auch gegenüber intrazellulären Erregern Schutz vermitteln

können [218–220]. So inhibiert IL-17A das Wachstum von C. muridarum in der Lunge in-

fizierter Mäuse in vivo sowie in Lungenepithelzellen und Makrophagen in vitro [221]. Die

protektive Wirkung von IL-17A erfolgt hier über die Steigerung der IFNγ-induzierten iNOS-

Expression und NO-Freisetzung [221]. In Übereinstimmung mit diesen Ergebnissen führte

IL-17A in vitro ebenfalls zu einer erhöhten NO-Synthese in Makrophagen, die mit Mycobac-

terium bovis Bacillus Calmette-Guérin infiziert waren [222]. Darüber hinaus war der Transfer

immuner TH17 IFNγ-/--Zellen in Mycobacterium tuberculosis-infizierten C57BL/6 RAG1-/--
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Mäusen mit einer reduzierten Bakterienlast und einer gesteigerten Überlebenswahrschein-

lichkeit verbunden [223]. IL-17A ist auch bei der Abwehr einzelliger intrazellulärer Parasi-

ten relevant. Das Fehlen von IL-17 resultiert bei Trypanosoma (T.) cruzi-infizierten C57BL/6

IL-17-/--Mäusen im Vergleich zu C57BL/6 Wildtyp-Mäusen in einer erhöhten Erregerlast und

einer verringerten Überlebenswahrscheinlichkeit [224]. In vitro induzieren TH17-Zellen in

T. cruzi-infizierten Makrophagen, in Abhängigkeit von IL-17A, die Expression der NADPH-

Oxidase und reduzieren dadurch die Erregerlast [225]. Die NADPH-Oxidase ist an der Bil-

dung toxischer Sauerstoffderivate beteiligt - Moleküle, die für die Beseitigung von Pathogene

in Makrophagen und Neutrophilen bedeutsam sind [225]. Des Weiteren wurde in Studien mit

dem intrazellulären Parasiten Eimeria (E.) falciformis gezeigt, dass die Behandlung infizierter

Epithelzellen mit IFNγ, IL-22 oder IL-17A in vitro zu einem reduzierten Parasitenwachstum

führt [226]. Ähnlich CD4+T-Zellen aus R. typhi-infizierten BALB/c IFNγ-/--Mäusen produ-

zierten auch CD4+T-Zellen aus E. falciformis-infizierten C57BL/6 IFNγ-/--Mäusen vermehrt

IL-17A und IL-22 [226]. Sowohl C57BL/6 IFNγR-/-- als auch IFNγ-/--Mäuse wiesen nach der

E. falciformis-Infektion im Vergleich zu C57BL/6 Wildtyp-Mäusen eine reduzierte Parasiten-

last auf [226]. Demzufolge ist IFNγ auch für die Eliminierung dieses Parasiten entbehrlich. In

dieser Studie wurde zudem festgestellt, dass die Neutralisation von IL-22 und IL-17A in Kom-

bination oder IL-22 allein eine erhöhte Parasitenlast in C57BL/6 IFNγ-/--Mäusen zur Folge

hat [226]. Dies deutet auf einen dominanten Effekt von IL-22 bei der Abwehr von E. falcifor-

mis hin.

Aufgrund dieser Beschreibungen lag es nahe, auch die Rolle von IL-17A in der Infektion mit

R. typhi zu untersuchen. Entgegen den Erwartungen wurde die schützende Funktion von

CD4+IFNγ-/-TH17-Zellen in R. typhi-infizierten CB17 SCID-Mäusen durch die Neutralisation

von IL-17A nicht herabgesetzt. Im Gegenteil - die Inhibierung von IL-17 führte in Empfän-

germäusen, ähnlich wie die Neutralisation von TNFα, zu einem geringeren Gewichtsverlust

und einem milderen Krankheitsverlauf. Die Mäuse waren zudem in der Lage, R. typhi effizi-

ent zu eliminieren. Selbst in Tieren, die der Infektion trotz des T-Zelltransfers erlagen, waren

die Bakterien kaum noch nachweisbar. Zusammengefasst zeigen diese Beobachtungen, dass

TH17-Zellen in Abwesenheit von TNFα oder IL-17A einen guten Schutz vermitteln, während

die Kombination beider Zytokine offenbar pathologische Effekte besitzt. Welche Rolle IL-22

bei der Abwehr von R. typhi spielt, ist noch unklar. Dieses Zytokin wirkt nicht auf Immunzel-

len, könnte aber zur Beseitigung der Bakterien durch die Induktion antimikrobieller Peptide

in infizierten Nicht-Immunzellen wie Fibroblasten und Endothelzellen beitragen [158, 160].

Die pathologische Wirkung von TNFα und IL-17 ist durchaus bekannt und wird z. B. mit Ent-

zündungen der Atemwege in Zusammenhang gebracht [227]. Darüber hinaus wurden patho-

logische Effekte von TNFα und IL-17 ebenfalls bei der Infektion mit E. falciformis beobach-

ten [226]. Eine E. falciformis-Infektion war in C57BL/6 IFNγ-/--Mäusen, deren CD4+T-Zellen

ebenfalls vermehrt IL-17 und IL-22 produzieren, mit einem erhöhten Gewichtsverlust und
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einer verstärkter Darmpathologie verbunden, obwohl die Mäuse die Parasitenlast reduzieren

konnten [226]. Wie bereits erwähnt, induziert IL-17A die Freisetzung proinflammatorischer

Zytokine, wie IL-6, TNFα und IL-1β [214, 228–231]. Zudem kann IL-17A mit diesen Media-

toren in synergistischer Weise Entzündungsreaktionen fördern und zu Gewebeschädigung

führen [232, 233]. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten auf synergistische pathologische Ef-

fekte von TNFα und IL-17A in der R. typhi-Infektion hin. Ein weiteres Indiz für die pathologi-

sche Wirkung von TH17-Zytokinen ist die Beobachtung, dass E. falciformis-infizierte C57BL/6

IFNγ-/--Mäuse eine verstärkte Pathologie und einen erhöhten Gewichtsverlust aufweisen,

obwohl die Parasitenlast gegenüber Wildtyp-Mäusen reduziert war [226].

Ob TH17-Zellen R. typhi genauso effizient eliminieren wie TH1-Zellen, bleibt unklar. Im Ver-

gleich zu CB17 SCID-Mäusen, die CD4+T-Zellen aus BALB/c Wildtyp-Mäusen erhalten hat-

ten, waren die Symptome der R. typhi-infizierten Tiere nach einem Transfer von

CD4+ IFNγ-/-T-Zellen über einen längeren Zeitraum sichtbar. Diese Beobachtung lässt ver-

muten, dass TH1-Zellen die Bakterien schneller beseitigen. Abgesehen davon, ließ sich R.

typhi mehr als 160 Tage nach der Infektion auch in Mäusen, die CD4+T-Zellen aus BALB/c

IFNγ-/--Mäusen erhalten hatten, nicht mehr nachweisen.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass sowohl TH1- als auch TH17-Zellen in der Lage

sind, Schutz gegenüber der Infektion mit R. typhi zu vermitteln. TH17-Zellen sind hierbei vor-

aussichtlich ebenso effizient wie TH1-Zellen, sofern die immunpathologischen Effekte von

TNFα oder IL-17A minimiert werden. Der Schutz wird vermutlich in erster Linie durch die

Steigerung der bakteriziden Aktivität von Makrophagen vermittelt.
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Abschließend gibt Abbildung 5.1 einen Überblick über die hypothetische Wirkweise der ver-

schiedenen T-Zellpopulationen in der Infektion mit R. typhi.

Abbildung 5.1: Hypothetische Wirkmechanismen von CD8+ und CD4+T-Zellen in der R. typhi-Infektion.
Durch die Freisetzung von Perforin und Granzymen sind CD8+T-Zellen in der Lage, in infizierten Zielzellen den
programmierten Zelltod auszulösen. Darüber hinaus sekretieren CD8+T-Zellen IFNγ, das in Makrophagen und
anderen Zellen die Synthese von antimikrobiellem NO induziert. Beide Mechanismen vermitteln unabhängig
voneinander einen ausreichenden Schutz gegenüber der R. typhi-Infektion (A). CD4+T-Zellen differenzieren in
der R. typhi-Infektion normalerweise zu TH1-Zellen, die verstärkt IFNγ sowie TNFα freisetzen. Beide Zytoki-
ne induzieren in Makrophagen, aber auch anderen Zellen, die Freisetzung von bakterizidem NO. TH1-Zellen
vermitteln auf diese Weise einen effektiven und langfristigen Schutz gegenüber R. typhi (B). In Abwesenheit
von IFNγ differenzieren CD4+T-Zellen in der R. typhi-Infektion zu TH17-Zellen, die neben TNFα große Mengen
IL-17A und IL-22 sekretieren. IL-17A und TNFα induzieren in Makrophagen und Gewebezellen die Synthese von
NO und ROS. Darüber hinaus fördern IL-17A und TNFα die Bildung proinflammatorischer Zytokine. IL-17A stei-
gert zudem die Freisetzung von Chemokinen, die zur Rekrutierung von Neutrophilen führen. IL-22 induziert
in Gewebezellen u. a. die Synthese antimikrobieller Peptide. TH17-Zellen vermitteln durch diese Mechanismen
ebenfalls Schutz gegenüber R. typhi. Allerdings zeigen TNFα und IL-17A in synergistischer Weise pathologische
Effekte. Diese beruhen vermutlich auf der gesteigerten Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und der Akti-
vierung von Neutrophilen (C).
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✺✳✺ ❆✉s❜❧✐❝❦

Das Verständnis der Immunmechanismen, die zur Abwehr von R. typhi beitragen, ist für

die Entwicklung eines Impfstoffs von grundlegender Bedeutung. Die durchgeführten Unter-

suchungen haben gezeigt, dass CD4+T-Zellen, ebenso wie CD8+T-Zellen, Schutz gegenüber

R. typhi vermitteln. In R. typhi-infizierten Wildtyp-Mäusen setzen CD4+T-Zellen vermehrt

IFNγ frei und weisen damit einen TH1-Phänotyp auf. In Abwesenheit von IFNγ differenzie-

ren CD4+T-Zellen zu TH17-Zellen, die IL-17A, IL-22 und TNFα sekretieren. Interessant ist,

dass auch diese Zellen imstande sind, Schutz zu vermitteln. Die Neutralisierung von TNFα

oder IL-17A führt hierbei nicht etwa zu einem verminderten Schutz, sondern zu einem mil-

deren Krankheitsverlauf. Die gleichzeitige Freisetzung von TNFα und IL-17A durch CD4+T-

Zellen hat daher offenbar pathologische Auswirkungen. Welche Rolle IL-22 in diesem Sze-

nario spielt, ist bislang noch nicht geklärt. Es wäre daher wichtig, in weiteren Experimenten

die Folgen einer kombinierten Neutralisation von IL-22 und TNFα, IL-22 und IL-17A sowie

TNFα und IL-17A nach adoptivem Transfer von CD4+IFNγ-/-T-Zellen in CB17 SCID-Mäusen

zu analysieren. Diese Untersuchungen würden Aufschluss über den Beitrag der einzelnen

Zytokine zum Schutz und/oder zur Pathologie geben.

Generell ist die Erkenntnis der protektiven Wirkung von CD4+T-Zellen in der R. typhi-Infek-

tion für die Impfstoffentwicklung von großer Relevanz. Die Induktion einer R. typhi-spezifi-

schen CD4+T-Zellantwort ist vermutlich ausreichend, um einen adäquaten Schutz zu ver-

mitteln. Dies ist von Vorteil, da die gezielte Induktion einer CD4+T-Zellantwort einfacher

zu erzielen ist als die einer CD8+T-Zellantwort. In künftigen Arbeiten sollten immundomi-

nante R. typhi-Antigene identifiziert werden, die eine schützende CD4+T-Zellantwort auslö-

sen können. Für die Identifizierung geeigneter Antigene könnten MHCII / Peptid-Komplexe

von der Oberfläche R. typhi-infizierter APZ präzipitiert werden. Eine massenspektroskopi-

sche Analyse kann nachfolgend Aufschluss über die gebundenen Peptidfragmente geben. Die

identifizierten Proteine müssten daraufhin synthetisiert und gereinigt werden. Abschließend

müsste dann geprüft werden, ob die Proteine nach intrazellulärer Prozessierung von immu-

nen CD4+T-Zellen aus R. typhi-infizierten Mäusen erkannt werden. Ein anderer Ansatz wäre

die Erstellung einer bakteriellen Expressionsbank des R. typhi-Proteoms. Mit diesen Bakte-

rienklonen können APZ gepulst und danach geprüft werden, ob die präsentierten Antigene

von immunen CD4+T-Zellen erkannt werden. Die anschließende Sequenzierung der verwen-

deten Vektoren kann dann zur Identifizierung der Antigene führen.

Ebenfalls interessant ist die Beobachtung, dass bereits der Transfer weniger CD4+T-Zellen

ausreichend ist, um R. typhi-infizierte CB17 SCID-Mäuse zu schützen. Möglicherweise gibt

es nur eine geringe Anzahl immundominanter Antigene, die zur klonalen Expansion weniger

T-Zellen führen. Es wäre daher auch sinnvoll, das TZR-Repertoire aktivierter CD4+T-Zellen in

der R. typhi-Infektion zu bestimmen und CD4+T-Zellklone aus R. typhi-infizierten Wildtyp-

Mäusen zu generieren. Diese Analysen können Hinweise darauf geben, wie viele T-Zellklone
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sich in der Infektion durchsetzen. In Verbindung mit den oben genannten Experimenten

könnte aufgeschlüsselt werden, welche Antigene diese Zellen erkennen.

Nach der Identifizierung von immundominanten CD4+T-Zellantigenen müsste deren Wirk-

samkeit in Immunisierungsexperimenten überprüft werden. Ein adoptiver Transfer von

CD4+T-Zellen aus vakzinierten BALB/c-Mäusen in CB17 SCID-Mäuse, mit einer bereits eta-

blierten Infektion, kann dann zeigen, inwiefern diese Zellen in der Lage sind, Schutz zu ge-

nerieren. Hierbei sollte ebenfalls die Auswirkung der Immunisierung auf die Persistenz von

R. typhi in Wildtyp-Mäusen analysiert werden. Schließlich wäre es wichtig zu prüfen, ob hu-

mane CD4+T-Zellen aus R. typhi-infizierten Personen die identifizierten Antigene erkennen.

Dies wäre ein guter Hinweis darauf, dass eine Vakzinierung mit diesen Antigenen auch beim

Menschen wirksam sein könnte.
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