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1 Einleitung
1.1 Anaplasma phagocytophilum und granulozytire Anaplasmose im Uberblick

A. phagocytophilum ist ein obligat intrazellulares Gram-negatives Bakterium, das sich in vivo
ausschlief3lich in neutrophilen Granulozyten seines Wirtes vermehrt [1]. Es wird durch
Zecken des Ixodes ricinus-Komplexes auf Tiere und Menschen Ubertragen. Der Hauptvektor
in Europa ist I. ricinus [2]. Empfanglich sind vor allem Schafe, Rinder, Ziegen, Pferde, Hunde
und Katzen sowie der Mensch [2, 3].

Wahrend A. phagocytophilum in der Veterinarmedizin bereits seit 1932 als Erreger des Tick-
borne-fever (TBF) bei Schafen bekannt ist [4], wurde eine humane Erkrankung erstmals
1994 beobachtet [5]. Die granulozytare Anaplasmose verlauft beim Tier und beim Menschen
als fieberhafte Allgemeinerkrankung.

1.2 Geschichte

Das Krankheitsbild der granulozytaren Anaplasmose wurde erstmals 1932 als TBF bei
Schafen in Schottland beschrieben [4]. 1950 wurde die Erkrankung bei Rindern [6] und 1969
bei Ziegen [7] beobachtet. Es zeigte sich, dass das TBF auch im Ubrigen Europa verbreitet
ist, wahrend es in Nordamerika bislang nicht beobachtet wurde [3].

Die Empfanglichkeit von Pferden [8] und Hunden [9] fir eine A. phagocytophilum-Infektion
wurde erstmals in den USA 1969 bzw. 1982 beschrieben, doch es schlossen sich schnell
Fallberichte aus Europa an [10, 11]. Eine Infektion bei Katzen wurde zum ersten Mal 1999 in
Schweden nachgewiesen [12], nachfolgend wurden vereinzelte Falle im Ubrigen Europa und
Nordamerika beobachtet [13].

Erst 1994 wurde in den USA erkannt, dass A. phagocytophilum auch als Erreger beim
Menschen vorkommt [5]. Seitdem wurden in Nordamerika steigende Fallzahlen an humaner
granulozytarer Anaplasmose (HGA) registriert [14]. In Europa hingegen scheint die HGA
deutlich seltener diagnostiziert zu werden [15, 16].
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1.3 Taxonomie

Basierend auf phylogenetischen Studien kam es 2001 zu einer Revision der Taxonomie
innerhalb der Ordnung der Rickettsiales [17]: Die friheren Spezies Ehrlichia phagocytophila,
E. equi und das Agens der humanen granulozytaren Ehrlichiose wurden aufgrund moleku-
larer und antigenetischer Verwandtschaft zu einer einzigen Spezies A. phagocytophilum

zusammengefasst.

1.4 Ubertragung

Die der Familie Anaplasmataceae zugehorigen Mikroorganismen zahlen zu den obligat
intrazellularen Bakterien und haben gemeinsam, dass sie in der Regel durch Vektoren, vor
allem durch Zecken Ubertragen werden [17]. Die klassische Ubertragung durch die Zecke
erfolgt fir A. phagocytophilum ca. 24 bis 48 h nach dem Zeckenstich [18, 19].

A. phagocytophilum wird durch Schildzecken der Gattung Ixodes Ubertragen. Zu den
Hauptvektoren zahlen in den USA [I. scapularis und I. pacificus, in Europa I. ricinus und in
Asien [. persulcatus. Der Erreger wurde jedoch auch in weiteren, den Schildzecken
(Ixodidae) zugehoérigen Arten nachgewiesen. Ob diese jedoch als potentielle Vektoren in
Frage kommen, bedarf weiterer Untersuchungen [20].

Neben der klassischen Ubertragung von A. phagocytophilum durch Vektoren sind beim
Menschen sowohl perinatale Infektionen [21, 22] als auch Ubertragungen durch
Bluttransfusionen berichtet worden [23-26]. Eine in China beschriebene nosokomiale
Transmission erscheint jedoch sehr fragwuirdig [27, 28]; vielmehr dirfte es sich dabei um
Infektionen mit einem neu entdeckten Bunya-Virus gehandelt haben [29-31].

Fir den veterindrmedizinischen Bereich wurde gezeigt, dass eine perinatale Infektion beim
Hund nicht vorzukommen scheint [32]. Beim Rind wurde allerdings kurzlich eine spontane
intrauterine Infektion beschrieben [33].

1.5 Epidemiologie in Deutschland

Die ersten Falle von granulozytarer Anaplasmose wurden in Deutschland im Vergleich mit
vielen anderen Landern erst zeitlich verzogert diagnostiziert. Dies ist Uberraschend, da die
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Pravalenz von A. phagocytophilum bei I. ricinus Zecken in Deutschland mit der in anderen
europaischen Landern vergleichbar ist [2] und etwa zwischen 1,6% bis 4,1% liegt [34-36].

Die equine granulozytare Anaplasmose (EGA) wurde in Deutschland erstmals 1984 beim
Pferd diagnostiziert [37], 2003 erfolgte der erstmalige molekulare Nachweis [38]. Von der
caninen granulozytaren Anaplasmose (CGA) wurde zum ersten Mal 2007 in Deutschland
berichtet [39]. Die erkrankten Pferde und Hunde entwickelten sowohl die flir die Infektion
charakteristischen klinischen Symptome als auch entsprechende hamatologische Ver-
anderungen. Im Gegensatz dazu wurde 2011 eine Infektionsrate von 4% bei Schafen
ermittelt, welche jedoch asymptomatisch waren [40]. Zuletzt wurde A. phagocytophilum in
Deutschland bei Rindern nachgewiesen, welche die typischen Symptome der bei Schafen
und Rindern als TBF bezeichneten Erkrankung zeigten [33, 41]. Hingegen ist die feline
granulozytare Anaplasmose in Deutschland nicht bestéatigt, obgleich sie in der Schweiz und
Osterreich [42, 43] bereits nachgewiesen worden ist.

In Deutschland betragt die Seropravalenz beim Menschen bei Normalpersonen 1,9% bis
2,6% und in Risikokollektiven 11,4% bis 18,4% [44, 45], doch ist die granulozytare
Anaplasmose beim Menschen in Deutschland bislang noch nicht sicher diagnostiziert
worden. Dies steht im Widerspruch zum Vorkommen der HGA in anderen Landern Europas
sowie in Nordamerika und Asien [46]. Da die EGA [38, 47] und die CGA [39, 48, 49] jedoch
in Deutschland beobachtet werden und beim Pferd und beim Hund die gleichen A.
phagocytophilum-Stamme wie beim Menschen nachgewiesen sind [50], ist die HGA in
Deutschland vermutlich unterdiagnostiziert. Dabei spielen wahrscheinlich der Bekanntheits-
grad der Erkrankung, deren unspezifische Symptome sowie subklinische Verlaufe eine Rolle.

1.6 Reservoirwirte

Zecken der Gattung Ixodes besitzen ein breites Wirtsspektrum, das aus einer Vielzahl von
wildlebenden Saugetieren und Vogeln besteht, und durchlaufen einen drei-wirtigen Lebens-
zyklus als Larve, Nymphe und adultes Tier [51]. A. phagocytophilum wird in Zecken der
Gattung Ixodes transstadiell, jedoch nicht transovariell Ubertragen [52]. Daher kommen nur
Nymphen sowie adulte Zecken als potentielle Ubertréger in Frage [53].

Um den Lebenszyklus des Erregers aufrechtzuerhalten, sind demnach natirliche Reservoir-
wirte notwendig. In den USA gilt insbesondere die Weil3fuBmaus (Peromyscus leucopus) als
gesichertes Reservoir [54, 55]. Diskutiert wird ebenfalls, inwieweit Streifenhérnchen, Eich-



Einleitung

hornchen, Buschratten und WeilRwedelhirsche als potentielle Reservoirwirte agieren [2, 46,
55].

Fir Europa ist die Situation wesentlich weniger klar. Obwohl A. phagocytophilum in einer
Vielzahl von wildlebenden Spezies nachgewiesen wurde, ist deren Bedeutung als Reservoir
nicht vollends gesichert [2]. Als wahrscheinliche Reservoirwirte kommen Hirsche, Wild-
schweine und Igel in Frage [50]. Neben wildlebenden Tieren wurde diskutiert, inwieweit
domestizierte Tiere wie vor allem Hunde [56], aber auch Nutztiere wie Schafe und Rinder,
die eine persistierende Infektion entwickeln, als Reservoir fungieren kdnnten [57].

1.7 Intraspezies-Variabilitat von A. phagocytophilum

Es besteht ein deutlicher Wirtstropismus innerhalb der Spezies A. phagocytophilum [58].
Stdmme, die von Menschen, Pferden, Rindern und Schafen isoliert wurden, zeigten in hete-
rologen Wirtsspezies eine unterschiedliche Pathogenitat und waren teilweise nicht in der
Lage, in diesen eine klinisch apparente Infektion hervorzurufen [6, 59-64].

Darlber hinaus existieren ebenfalls ausgepragte epidemiologische Unterschiede. In Europa
ist das TBF eine haufig beschriebene Erkrankung [3, 57, 65], doch in Nordamerika ist bisher
keine natirliche Infektion bei Rindern und Schafen nachgewiesen [3]. Demgegenuber steigt
die Zahl der an HGA erkrankten Menschen in den USA stetig an [14], wahrend die
Erkrankung in Europa bislang vergleichsweise eher selten diagnostiziert worden ist [15, 16].

Um die zugrundeliegenden Mechanismen dieser Beobachtungen zu erforschen, wurden
unterschiedliche A. phagocytophilum Stdamme molekulargenetisch charakterisiert [20, 46].
Studien in Nordamerika zeigten, dass der Stamm, der vorwiegend Wiederkauer infiziert (Ap-
V1), und ein humaner Stamm (Ap-ha) sich in zwei Basenpaaren im 16S-rRNA-Gen
unterschieden [66-68]. Es sind jedoch weitere 16S rRNA Gen-Varianten beim Menschen
nachgewiesen worden [40, 69], so dass offenbar nicht nur der Ap-ha Stamm in der Lage ist,
Menschen zu infizieren. Zudem ist mehrfach belegt worden, dass fir eine valide genetische
Charakterisierung von A. phagocytophilum das 16S rRNA Gen nicht allein ausreichend ist
[36, 40, 70-72].

Daher wurden weitere Methoden der genetischen Charakterisierung [20] einschlieRlich der
Sequenzierung von Gesamt-Genom-Sequenzen entwickelt [73]. Mehrere Studien in Europa
und den USA haben festgestellt, dass A. phagocytophilum Stdamme von Menschen, Pferden
und Hunden homolog sind [50, 73-76].
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In Deutschland werden Infektionen bei Pferden [38, 47] und Hunden [39, 48, 49] beobachtet,
nicht jedoch beim Menschen. Daraus lasst sich schlielen, dass in Deutschland die

Erkrankung beim Menschen vermutlich unterdiagnostiziert ist.

1.8 Klinische Symptomatik und Laborbefunde

Der klinische Verlauf der granulozytdren Anaplasmose ist unterschiedlich ausgepragt und
reicht von selbstlimitierenden Infektionen bis hin zu Todesfallen. Hierbei spielen sowohl die
Tierart, das Lebensalter, die beteiligte genetische Variante von A. phagocytophilum als auch
die immunologische bzw. gesundheitliche Kondition eine entscheidende Rolle [2]. Die
Inkubationszeit betragt 4 bis 14 Tage nach dem Zeckenstich [3, 10, 11, 77].

1.8.1 Tick-borne-fever

Zu den charakteristischen Symptomen des TBF bei Rindern zahlen hohes Fieber, Anorexie,
Abgeschlagenheit, plétzlicher Milchriickgang, respiratorische Symptome sowie Odeme im
Bereich der GliedmalRen und ein steifes Gangbild [3, 6, 41, 78]. Schafe entwickeln ahnlich
wie Rinder eine unspezifische fieberhafte Allgemeinerkrankung. Ein Teil der infizierten Tiere
zeigte jedoch keine ausgepragten klinischen Symptome [57, 59, 65]. Insbesondere Lammer
sind aufgrund einer Immunsuppression infolge einer Infektion mit A. phagocytophilum
deutlich empfanglicher gegeniber Sekundarinfektionen — wie z.B. mit Staphylococcus
aureus, Pasteurella haemolytica und Listeria monocytogenes [57]. Letale Krankheitsverlaufe
sind dadurch mdglich [2, 57, 79]. Ebenfalls beschrieben sind Aborte bei trachtigen Schafen
[2]. Interessanterweise kann A. phagocytophilum bei Schafen zu einer persistierenden
Infektion fUhren [2]. Laborbefunde zeigen am haufigsten eine Neutropenie, eine Thrombo-
penie und eine Anamie [3, 65].

1.8.2 Equine granulozytare Anaplasmose

Bei der EGA ist die Auspragung der klinischen Symptomatik deutlich abhangig sowohl vom
Alter der betroffenen Pferde als auch von deren gesundheitlichem Zustand und der Dauer
der Erkrankung [80]. Insbesondere die Uber vier Jahre alten Pferde entwickeln typische
Symptome wie Fieber, Apathie, Anorexie, Petechien, Ikterus, GliedmaRenédeme, Ataxie und
Lahmheit [47, 81, 82]. Interessanterweise sind vereinzelt eine kardiale Beteiligung [81, 83-
85] und schwere neurologische Symptome im Zusammenhang mit einer EGA beschrieben
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worden [80, 85]. Jungere Pferde zeigen gegenlber &lteren meist eine geringgradigere
Auspragung der genannten Symptome auf, auBerdem verlauft die Infektion haufig selbst-
limitierend [80]. Sekundare Infektionen und Verletzungen in Folge einer beeintrachtigten
Koordination kénnen zu schwerwiegenden Verlaufsformen bis hin zu Todesféllen flihren [81].
Wie auch bei anderen Tierarten kénnen bei Pferden charakteristische hamatologische
Veranderungen wie eine Leukopenie, Thrombopenie und eine Anadmie sowie typische
intrazytoplasmatische Morulae (Maulbeerformen) in neutrophilen Granulozyten auftreten
[10].

1.8.3 Canine granulozytare Anaplasmose

Die haufigsten Symptome der CGA sind Fieber, Anorexie, Bewegungsunlust sowie Lahmheit
[11, 86, 87]. Des Weiteren sind in seltenen Fallen blasse Schleimhaute, Hamorrhagien,
unproduktiver Husten, Polyurie, Polydipsie, neurologische Symptome, gastrointestinale
Symptome wie insbesondere Durchfall und Erbrechen, Lymphadenopathie und Spleno-
megalie beschrieben. Die Infektion verlauft jedoch auch bei dieser Tierart haufig subklinisch
[11, 48]. Zu den haufigsten Blutbildveranderungen zahlen Thrombopenie, Leukopenie und
Anamie [11]. Im Serum zeigen sich eine milde Hypoalbumindmie und teilweise erhdhte
Werte der Leberenzyme [11].

1.8.4 Feline granulozytare Anaplasmose

Bisher sind nur wenige A. phagocytophilum-Infektionen bei Katzen beschrieben [13]. Ahnlich
der CGA zéahlen Fieber, Anorexie, Gewichtsverlust, Lethargie und Gelenkschmerzen zu den
haufigsten Symptomen der felinen granulozytaren Anaplasmose [13]. Weitere unspezifische
Symptome sind unter anderem Lahmheit, Tachypnoe, blasse Schleimhaute, Gingivitis,
Konjunktivitis und neurologische Symptome wie Tremor und Inkoordination [42, 43, 88-90].
Ein kirzlich veroffentlichter Fallbericht beschreibt eine vermutlich durch die Thrombopenie
verursachte Epistaxis bei einer Katze [90]. Typische Laborbefunde bestehen in einer
Thrombopenie und einer Leukopenie [13].

1.8.5 Humane granulozytare Anaplasmose

Die Infektion beim Menschen verlauft vermutlich meist asymptomatisch. Eine apparente
Infektion flhrt zu unspezifischen Symptomen wie Fieber, Schittelfrost, Kopf- und Muskel-
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schmerzen. Weniger haufig treten gastrointestinale und respiratorische Symptome sowie
Arthralgien auf [91]. Die Letalitat ist niedrig und wird mit 0,6% angegeben [92]. Bei
manifester Immunsuppression kénnen sich schwerwiegende Krankheitsverlaufe bis hin zu
Todesfallen entwickeln [77]. Zu den haufigsten Laborveranderung zahlen Thrombopenie,
Leukopenie und erhdhte Transaminasen [77].

1.9 Diagnostik und Therapie

Fir die Diagnose einer A. phagocytophilum-Infektion eignen sich vor allem der
mikroskopische Direktnachweis im Giemsa-gefarbten Blutausstrich sowie eine A.
phagocytophilum-spezifische Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) aus EDTA-Blut. Dem-
gegenuber ist fir die Akutdiagnostik der Nachweis von Antikérpern mittels indirekten
Immunfluoreszenztests (IFT) oder des SNAP4Ds-Tests der Firma IDEXX weniger geeignet,
da anhand einer einzelnen Serumprobe Durchseuchungstiter kaum von akuten Infektionen
unterschieden werden kénnen [93]. Die Serologie erlaubt jedoch eine retrospektive Diagnose
anhand des Nachweises einer Titerbewegung zwischen Akut- und Rekonvaleszenz-Serum
[94-96].

Der direkte mikroskopische Nachweis intrazytoplasmatischer Morulae in neutrophilen
Granulozyten ist sehr schnell und praktikabel. Nach einem positiven Befund kann zeitnah
eine adaquate Therapie eingeleitet werden. Dennoch besitzt diese Methode eine sehr
geringe Sensitivitat und Spezifitdt. Zu bertcksichtigen sind dabei insbesondere der geringe
prozentuale Anteil infizierter neutrophiler Granulozyten, die Beurteilung eines lediglich
geringen Anteils der zirkulierenden Blutzellen, das Auftreten von Morulae nur innerhalb der
ersten Krankheitswoche, aber auch Fehlinterpretationen durch intrazellulare Artefakte [94-
96]. Des Weiteren ist die Verwendung von ,buffy coats fiir die Mikroskopie von Vorteil, da
hierdurch deren Sensitivitat erhdht werden kann [94].

Die PCR-basierte Diagnostik, insbesondere die Real-Time PCR, ist deutlich sensitiver als die
Mikroskopie [96]. Haufige Zielgene stellen das groEL Operon oder das ,major surface protein
2“(msp2)-Gen dar [96, 97].

Serologische Nachweismethoden werden haufig durchgefihrt, diese sind jedoch in der
akuten Phase einer Infektion wenig aussagekraftig [98]. Ein einmalig nachgewiesener
positiver Titer ermdglicht — wie bereits erwahnt — keine Unterscheidung zwischen einer
gegenwartigen Infektion oder einem friheren Kontakt mit dem Erreger. Der Nachweis einer
Serokonversion oder ein mindestens vierfacher Anstieg des Antikdrper-Titers erlauben nur
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eine retrospektive Diagnose, gelten aber als sehr sensitive Verfahren [98]. Die Nutzung des
SNAP4Ds-Schnelltests stellt eine schnelle Alternative zum Antikdrper-Nachweis mittels IFT
dar und ist fur epidemiologische Untersuchungen als Screeningtest geeignet [93]. Die
Ergebnisse des SNAP4Ds-Schnelltest sollten jedoch durch ein anderes Verfahren bestatigt
werden [99].

Eine weitere diagnostische Mdglichkeit besteht in der Anzucht von A. phagocytophilum in
verschiedenen Zelllinien. Am haufigsten werden HL60-Zellen eingesetzt [100]. Die Kultur von
A. phagocytophilum wird jedoch nur von Spezial-Laboratorien angeboten.

Der Einsatz von Tetracyclinen, insbesondere von Doxycyclin sowie Oxytetracylin beim Pferd
ermoglicht eine effektive Therapie der granulozytdren Anaplasmose bei Tieren und Men-
schen [10, 11, 13, 77].

1.10 Morphologie

A. phagocytophilum ist ein 0,4 bis 1,4 pm groRes pleomorphes, kokkoides, obligat
intrazellulares Bakterium mit einer Gram-negativem Zellwandstruktur [53]. Es repliziert in
neutrophilen Granulozyten in einer intrazytoplasmatischen Vakuole. Innerhalb dieser bildet
A. phagocytophilum Aggregate, die sogenannten Morulae, die lichtmikroskopisch erkennbar
sind. Das Bakterium kann sich in zwei morphologisch unterschiedliche Strukturformen
umwandeln [101]. Die infektiése, auch als ,dense-core‘ bezeichnete kleine dichte Form wird
hauptsachlich bei der Anheftung des Erregers an die Wirtszelle beobachtet [102]. In der
groleren retikularen Form ist der Erreger in der Lage, sich zu vermehren, und wandelt sich
letztendlich wieder in die ,dense core'-Form um, welche nach der Zelllyse freigesetzt wird
und weitere Zellen infiziert [101, 103].

Lipopolysaccharid (LPS) ist ein essentieller strukturgebender Zellwandbestandteil vieler
Gram-negativer Bakterien. Da hingegen A. phagocytophilum lediglich von einer sehr diinnen
gewellten &ulReren Membran umgeben ist [104], lasst sich vermuten, dass A.
phagocytophilum kein LPS besitzt. Diese These wurde durch eine Studie bekraftigt, nach der
A. phagocytophilum keine Gene fir die Biosynthese von Lipid A aufweist und dass A.
phagocytophilum die meisten Gene des Peptidoglykan-Syntheseweges fehlen [105]. Um das
Fehlen dieser strukturgebenden Zellwandbestandteile zu kompensieren, nutzt der Erreger
vermutlich das Cholesterin der Wirtszelle [105]. Der Einbau von Cholesterin anstelle von LPS
ist somit ein wichtiger Mechanismus des Erregers, um die Integritat seiner Zellmembran zu

gewabhrleisten.
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LPS z&hlt zu den wichtigen Pathogen-assoziierten molekularen Mustern und wird durch
entsprechende Rezeptoren wie z.B. Toll-like-Rezeptoren (TLR) erkannt, so dass eine Akti-
vierung des angeborenen Immunsystems ermdglicht wird [106]. Das Fehlen dieses Liganden
verbessert vermutlich das intrazellulare Uberleben von A. phagocytophilum [105, 107].

1.11 Invasion

A. phagocytophilum wird Uber Caveolae-abhangige Rezeptor-vermittelte Endozytose in die
Wirtszelle aufgenommen [108-110]. Der ,P-selectin glykoprotein ligand 1¢ (PSGL-1)
ermoglicht eine Infektion humaner neutrophiler Granulozyten Uber eine Syk(spleen tyrosine
kinase)- und ROCK 1(Rho-Kinase 1)-abhangige Signalkaskade [111]. Es werden jedoch
weitere PSGL-1-unabhéangige Wege vermutet — unter anderem mittels $2-Intergrin und ,lipid
rafts“, wobei die genauen Signalwege bisher noch unbekannt sind [112].

Als entsprechende bakterielle Adhasine konnten bislang sowohl das OmpA (outer membran
protein A) als auch das ,A. phagocytophilum surface protein 14-kDA" (Asp14) genauer
analysiert werden. Diese beiden Oberflachenproteine leiten dabei vermutlich zwei komple-
mentare, jedoch unabhangige Signaltransduktionswege ein und ermdéglichen somit eine
erfolgreiche Aufnahme in die Wirtszelle [113, 114]. Msp2 scheint ebenfalls an der Bindung
von PSGL1 und damit beim Zelleintritt beteiligt zu sein [115, 116]. Weiterhin ist kirzlich das
Invasin ,A. phagocytophilum invasion protein A* (AipA) identifiziert worden [117], welches
ebenfalls fur eine erfolgreiche Infektion der Zelle notwendig ist. Da eine Blockierung dieser
Adhasine bzw. Invasine eine Infektion durch A. phagocytophilum in vitro verhindert, kénnten
diese zur Impfstoffentwicklung genutzt werden [117].

1.12 Replikation

A. phagocytophilum repliziert in vivo ausschlieBlich in neutrophilen Granulozyten [1]. In-vitro-
Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass der Erreger ebenfalls Endothel- und Mastzellen
sowie eine Megakaryozyten-Zelllinie infizieren kann [118-120]. In Richtung Monozyten-
Makrophagen differenzierte HL60-Zellen [121] sowie murine Knochenmarks-Makrophagen
[122] unterstitzen allerdings die Replikation von A. phagocytophilum nicht. Obwohl im
Gewebe von SCID-Méausen eine Kolokalisation von Erreger- und Endothelzell-Antigenen
[123] beobachtet wurde, ist die Rolle von Endothelzellen wahrend des Replikationszyklus
von A. phagocytophilum bislang unklar. A. phagocytophilum vermehrt sich nach Rezeptor-
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vermittelter Endozytose innerhalb einer zytoplasmatischen Vakuole, die nicht zum Phago-
lysosom reift [124, 125].

Die Autophagie eukaryotischer Zellen ist ein wichtiger Abwehrmechanismus gegen
unterschiedliche Krankheitserreger [126]. Die Replikationsvakuole von A. phagocytophilum
besitzt verschiedene Marker eines friihen Autophagosoms [127]. Vermutlich induziert A.
phagocytophilum die Autophagie sogar aktiv, um Nahrstoffe zu akquirieren [128]. Zudem ist
der Erreger in der Lage, uber unterschiedliche, noch nicht vollstandig geklarte Mechanismen
die Wirtszelle zu manipulieren, um mit notwendigen Nahrstoffen versorgt zu werden [112].
Beispielsweise ermdglichen ein Typ4-Sekretions-System und der entsprechende Effektor,
das ,A. phagocytophilum translocated substrate 1“ (Ats-1), durch die Bildung weiterer Auto-
phagosomen, notwendige Nahrstoffe aus der Wirtszelle in die Vakuole zu transportieren
[128].

Neutrophile Granulozyten haben eine sehr kurze Lebenszeit. Um zu replizieren, verzogert
daher A. phagocytophilum die Apoptose seiner Wirtszellen, und zwar sowohl durch
Manipulation extrinsischer wie intrinsischer Signalwege [1] als auch durch Hochregulation
anti-apoptotischer und Herunterregulation pro-apoptotischer Gene [129-133] sowie durch
eine verminderte Induktion von pro-apoptotischen Genen [134]. Weitere Mechanismen
umfassen unter anderem die Aufrechterhaltung des mitochondrialen Membranpotentials
[135], die Inhibition der Aktivierung von Caspase 3 und Caspase 8 [135, 136], die
Verhinderung der Translokation des pro-apoptotischen Proteins Bax (B-cell lymphoma 2-
associated X protein) in die Mitochondrien [136] und die Blockade der Fas-induzierten
Apoptose [136]. Das bereits erwahnte Ats-1 verhindert eine mitochondriale Antwort auf
apoptotische Signale und wirkt somit ebenfalls anti-apoptotisch [137]. Aktuelle
Untersuchungen zeigen, dass die A. phagocytophilum-Infektion von Granulozyten sowohl zu
einer Aktivierung des Phosphatidylinositol-3-Kinase/Akt-Signalweges als auch zu einer
Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nukledrer Faktor-kB (NF-kB) fUhrt. Letztlich kommt es
zu einer verstarkten Sekretion von Interleukin(IL)-8, das wiederum die spontane Apoptose
neutrophiler Granulozyten verzogert [138]. Dartber hinaus erméglicht die Freisetzung von IL-
8 die Rekrutierung weiterer neutrophiler Granulozyten [139].

1.13 Tier- und Zellkulturmodelle
Die klinischen Symptome der granulozytdren Anaplasmose bei Pferden, Hunden und

Schafen sind vergleichbar mit denen einer HGA; daher sind unter anderem diese Tierarten
als Modellorganismen genutzt worden, um neue Erkenntnisse zu A. phagocytophilum zu
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erhalten [140]. Aufgrund der einfacheren Handhabung von Labormausen wurde jedoch meist
das Mausmodell fir In-vivo-Studien genutzt [141]. Wildtypmause zeigen im Unterschied zu
den vorher genannten Tierarten keine klinische Erkrankung [142, 143], und der Erreger wird
nach ca. zwei Wochen eliminiert [107, 142]. Die Tiere entwickeln jedoch die fir die
granulozytare Anaplasmose charakteristischen Blutbildveranderungen wie Thrombopenie,
Leukopenie und Anamie [143-145].

An primaren neutrophilen Granulozyten sind bisher fir In-vitro-Untersuchungen vor allem
solche humaner oder oviner Herkunft verwendet worden [1], da die Gewinnung primarer
muriner neutrophiler Granulozyten ex vivo mit Schwierigkeiten verbunden ist. Die Auf-
reinigung primarer muriner neutrophiler Granulozyten ermdglicht teilweise nur einen
Reinheitsgrad von 80% bis 85% [146]. Zu berlcksichtigen sind ferner sowohl deren sehr
kurze Lebensdauer als auch die geringe Zellausbeute [146, 147].

Aufgrund der beschrankten Lebensdauer von primaren neutrophilen Granulozyten wurden
verschiedenste humane Zelllinien — vor allem HL60-Zellen sowie Zecken-Zelllinien — ver-
wendet [112, 140, 148, 149]. Fur eine Untersuchung hinsichtlich der Funktion neutrophiler
Granulozyten sind diese Zelllinien jedoch nur eingeschrankt geeignet. Aullerdem zeigten
sich widersprichliche Ergebnisse der Transkriptionsanalysen zwischen infizierten primaren
neutrophilen Granulozyten und verschiedenen Zelllinien [130, 132, 134].

1.14 Neutrophile Granulozyten bei der Erregerkontrolle

Neutrophile Granulozyten sind Teil des angeborenen Immunsystems und besitzen eine
Vielzahl antimikrobieller Effektormechanismen [150]. Demnach ist es von groRem Interesse,
ihre Funktion im Infektionsgeschehen zu analysieren [151]. Nachweislich ist A. phago-
cytophilum in vivo strikt von der Anwesenheit neutrophiler Granulozyten abhangig, da deren
Depletion zu einer signifikant niedrigeren Erregerlast flhrt [152]. Andererseits repliziert das
Bakterium in einer prominenten Zelle des angeborenen Immunsystems. Es ist zurzeit noch
unklar, ob und in welchem Ausmalf} neutrophile Granulozyten selbst an der immunologischen
Kontrolle von A. phagocytophilum beteiligt sind.

Insbesondere die Beteiligung des respiratorischen Bursts neutrophiler Granulozyten an der
Kontrolle von A. phagocytophilum ist von einer Reihe unterschiedlicher Arbeitsgruppen
kontrovers diskutiert worden. Der Enzymkomplex der Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid-
Phosphat(NADPH)-Oxidase ermdoglicht die Generierung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS).
Das aktive Enzym setzt sich aus dem membrangebundenen Cytochrom b558, das aus den
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beiden Untereinheiten gp91°"* und p22°"* gebildet wird, und den zytosolischen Unter-
einheiten p40°"™, p47°"* und p67°"** sowie Rac2 und Rap1A zusammen [153]. In ruhenden
Granulozyten befinden sich die einzelnen Komponenten ungeordnet in der Membran
verschiedener sekretorischer Vesikel und Granula sowie als zytosolische Komplexe. Nach
entsprechender Aktivierung erfolgt die Fusion der einzelnen Komponenten mit dem
membrangebundenen Cytochrom b558 [154].

Es wurde zwar berichtet, dass A. phagocytophilum den respiratorischen Burst aktiv
unterdricke [155-158]; dies wurde jedoch von anderen Arbeitsgruppen nicht bestatigt [159].
Vielmehr hat sich gezeigt, dass der Erreger in der Lage ist, ROS zu entgiften [158, 159].
Analysen bezuglich der trankriptionellen Regulation einzelner Komponenten des Enzyms
zeigten ebenfalls unterschiedliche Ergebnisse. Einige Arbeitsgruppen beschrieben eine
Herunterregulation, wobei teilweise nicht-quantitative PCR-Methoden genutzt wurden [155,
160-163]. Demgegentber konnten Microarray-Analysen humaner neutrophiler Granulozyten
keine Regulation bzw. eine Induktion verschiedener Komponenten der NADPH-Oxidase
nachweisen [134].

Neben ROS sind Stickstoffmonoxid (NO) und reaktive Stickstoffspezies (RNS) ebenfalls an
der Kontrolle von Infektionskrankheiten beteiligt [164]. Diese werden durch neuronale,
endotheliale und induzierbare Stickstoffmonoxidsynthasen (iNOS) generiert. Neben vielen
anderen Zellen des Immunsystems besitzen neutrophile Granulozyten ebenfalls eine iINOS
[164]. Diese wird in Phagozyten sowohl durch eine Reihe von Zytokinen als auch durch
bakterielle Bestandteile wie z.B. LPS aktiviert [165, 166].

Wie die NADPH-Oxidase und die iNOS ist die Myeloperoxidase (MPQO) ebenfalls an der
Bildung von ROS und RNS in neutrophilen Granulozyten beteiligt [167]. Dieses Enzym wird
in neutrophilen Granula gespeichert und bei Bedarf freigesetzt. Innerhalb des Phagosoms
katalysiert die MPO die Oxidation von Chloriden und Wasserstoffperoxid — ein Folgeprodukt
der Superoxide, die durch die NADPH-Oxidase gebildet werden — zu HOCI (hypochloriger
Saure), welche eine effektive antimikrobielle Eigenschaft besitzt [168, 169]. Die Uber die
iINOS produzierten Nitrite kdnnen ebenfalls durch die MPO zu Nitrylchloriden und NO
umgewandelt werden [170].

Im Mausmodell hat sich jedoch gezeigt, dass in vivo trotz des Fehlens von phagozytarer
NADPH-Oxidase, iINOS und MPO eine effektive Kontrolle von A. phagocytophilum mdglich
ist [107, 152]. Auch wurden gp91°"* und iNOS in ex vivo gewonnenen Lungen und Milzen
infizierter Mause nicht transkriptionell reguliert [152]. Allerdings konnten durch die
Behandlung mit dem iNOS-Inhibitor L-NAME (N-Nitro-L-Arginin-Methyl-Ester-Hydrochlorid)
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die histologischen Veranderungen in der Leber A. phagocytophilum infizierter Mause
reduziert werden [171].

Neutrophile Granulozyten besitzen neben einem Arsenal an antimikrobiellen Effektor-
mechanismen auch die Fahigkeit, eine Reihe von Zytokinen bzw. Chemokinen zu
produzieren [151, 172]. Ob neutrophile Granulozyten in vivo die wahrend einer Infektion mit
A. phagocytophilum freigesetzten Zytokine bzw. Chemokine selbst produzieren oder ob
diese von anderen Zelltypen stammen, ist bislang nicht vollstdndig geklart [53]. Nach
Stimulation von HL60-Zellen mit A. phagocytophilum wurden in vitro im Uberstand ,monocyte
chemotactic protein-1“ (MCP-1), ,macrophage inflammatory protein-1a“ (MIP-1a), MIP-1,
.regulated on activation, normal T cell expressed and secreted® (RANTES) und
Interleukin(IL)-8 gemessen [173, 174], wahrend IL-1, IL-6 und Tumornekrosefaktor (TNF)
nicht nachweisbar waren [174]. Im Gegensatz dazu produzierten humane Leukozyten IL-1j,
IL-6, TNF und IL-8 [173, 175]. An HGA erkrankte Patienten zeigten erhdhte Konzentrationen
von Interferon-y (IFN-y) und IL-10 im Serum. Die Konzentration von TNF, IL-13 und IL-4
waren hingegen unverandert [176]. Im Serum bzw. Plasma A. phagocytophilum-infizierter
Mause wurden IL-1B, TNF, IFN-y, IL-12/23, und IL-18 nachgewiesen [177-181]. Frihere
Untersuchungen am Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene in Freiburg im
Breisgau ergaben im Plasma infizierter Mause ebenfalls erhéhte Konzentrationen von TNF,
IFN-y sowie MCP-1, jedoch normale Mengen an IL-12p70 und IL-6 [152]. Die Bedeutung
muriner neutrophiler Granulozyten als Produzenten von Zytokinen bzw. Chemokinen wurde

bisher jedoch noch nicht naher analysiert.

1.15 Die angeborene und die erworbene Immunantwort

In der Friihphase einer Infektion mit A. phagocytophilum, in welcher die Abwehr vor allem auf
Mechanismen der angeborenen Immunitat beruht, ist von verschiedenen Autoren ein
Einfluss von IFN-y gefunden worden. Es zeigte sich eine deutlich erhéhte Erregerlast in IFN-
y-defizienten Mausen, obgleich die finale Erregerelimination nicht beeinflusst wurde [152,
180-182]. Die IFN-y-Produktion durch Naturliche Killer-Zellen (NK-Zellen), die durch Typ 1
Interferone und IL-12 angeregt werden, spielt vermutlich eine zentrale Rolle bei der initialen
Kontrolle des Erregers noch vor der Einleitung der adaptiven Immunitat [152, 177]. Im
Mausmodell ist gezeigt worden, dass ein Zusammenhang zwischen der verstarkten IFN-y-
Produktion durch NK-Zellen und teilweise auch durch NK-T-Zellen mit der wahrend einer A.
phagocytophilum-Infektion auftretenden entziindlichen Leberschadigung besteht [183]. Diese
histopathologischen Veranderungen werden jedoch hoéchstwahrscheinlich nicht durch die
Infektion selbst verursacht. Vielmehr spielen immunologische Prozesse eine wichtige Rolle,
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da IFN-y-defiziente Mause zwar eine deutlich verstarkte bakterielle Beladung aufgewiesen
haben, doch typische Lasionen in der Leber ausgeblieben sind [184]. IL10"-M&use hingegen
zeigten deutlich schwerwiegendere Gewebeschadigungen der Leber, obschon deren
Erregerlast und IFN-y-Konzentration im Vergleich zu Kontrollmdusen unverandert blieben.
Demnach scheint IL-10 als Gegenspieler von IFN-y die Leber-Pathologie zu reduzieren,
weitere anti-inflammatorische Mechanismen spielen jedoch wahrscheinlich ebenfalls eine
Rolle [184]. Eine klrzlich durchgefuhrte Studie hat eine IFN-y-abhdngige STAT1 (signal
transducer and activator of transcription 1) vermittelte Aktivierung ex vivo gewonnener
Splenozyten von infizierten Mausen vermutet [185]. Zusammenfassend ist festzustellen,
dass IFN-y eine zentrale Rolle sowohl bei der initialen Erregerkontrolle als auch hinsichtlich
der Leber-Pathologie spielt, jedoch keine finale Erregereliminiation erméglicht.

Ausgehend von den Befunden, dass infizierte SCID-Mause eine persistierende Infektion
entwickeln [107, 142], ist die Bedeutung von T- und B-Zellen naher analysiert worden. Dabei
hat sich gezeigt, dass B-Zellen fur eine effektive Erregerkontrolle nicht notwendig sind,
wohingegen T-Zell-defiziente Nacktmause nicht in der Lage sind, A. phagocytophilum
effektiv zu eliminieren. Im Gegensatz dazu waren CD4*-MHC(major histocompatibility
complex)-ll-restringierte T-Zellen fir eine langfristige Kontrolle von A. phagocytophilum
entscheidend [152]. Typische Th1-Zytokine wie MCP-1, TNF und IFN-y wurden im Plasma
infizierter Mause nachgewiesen, waren jedoch fur die Erregerelimination nicht notwendig
[107, 152]. Bei der Kontrolle anderer intrazellularer Erreger spielen Perforin ebenso wie eine
Fas/Fas-Liganden-Interaktion eine gewisse Rolle zur Induktion der Apoptose infizierter
Zellen durch CD8" T-Zellen [186, 187]. Das Fehlen dieser T-Zell-Effektormechanismen hatte
jedoch keinen signifikanten Einfluss auf den Infektionsverlauf, so dass der fehlende Einfluss
von CD8" T-Zellen bei der Kontrolle von A. phagocytophilum bestatigt ist [152]. Der von
CD4" T-Zellen zur Elimination von A. phagocytophilum eingesetzte Effektormechanismus ist
dagegen bislang unklar geblieben.

Die T-Zell-Aktivierung im Rahmen einer A. phagocytophilum-Infektion ist sowohl von der
Antigenprasentation durch CD11c* dendritischen Zellen als auch von dem beteiligten
kostimulatorischen Molekiil CD40 abhangig [152]. Uber welche Rezeptoren der Pathogen-
erkennung jedoch die Immunaktivierung durch A. phagocytophilum erfolgt, ist nach wie vor
unklar. A. phagocytophilum fehlen die meisten Gene fir die Synthesewege fir LPS und
Peptidoglykan [105], die wichtige Liganden fir die Aktivierung von TLRs und ,nucleotide-
binding oligomerization domain“(NOD)-like-Rezeptoren darstellen [188, 189]. Dies erklart,
dass die Kontrolle von A. phagocytophilum in vivo von MyD88 (myeloid differentation factor
88), dem Haupt-Adaptormolekil der TLRs, unabhangig ist [107, 179]. Demgegeniiber wurde
eine TLR2 abhangige NF-kB Aktivierung in murinen Makrophagen durch A. phagocytophilum
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nachgewiesen [190]. Andere Arbeitsgruppen wiederum beschrieben eine Aktivierung von
NOD-like-Rezeptoren durch A. phagocytophilum, durch welche eine vermehrte Produktion
von IFN-y und IL-18 ausgel6st wurde [191].

Die Bedeutung der humoralen Immunitét ist fur eine mogliche Immunisierung und die damit
verbundenen Therapie- und Praventionsmoglichkeiten von grofiem Interesse. Im Maus-
modell konnte gezeigt werden, dass bei seropositiven Tieren der Infektionsverlauf nach
Reinfektion verkirzt war und ein passiver Transfer von Immunseren oder monoklonalen
Antikérpern eine partielle Protektion ermdéglichte [144, 192, 193]. B-Zellen waren jedoch fir
die Uberwindung einer primaren A. phagocytophilum-Infektion nicht notwendig [152].
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2 Fragestellung und Zielsetzung

A. phagocytophilum repliziert in neutrophilen Granulozyten und ist zudem im Mausmodell in
vivo auf deren Anwesenheit angewiesen [152]. Daher ist es von grundsatzlichem Interesse,
die Funktion neutrophiler Granulozyten hinsichtlich des Infektionsgeschehens naher zu
verstehen. Die Gewinnung muriner neutrophiler Granulozyten ex vivo ist jedoch — wie bereits
dargelegt — mit Schwierigkeiten verbunden. Die Aufreinigung primarer muriner neutrophiler
Granulozyten ermdglicht teilweise nur einen Reinheitsgrad von 80% bis 85% [146]. Zu
bertcksichtigen sind ferner sowohl deren sehr kurze Lebensdauer als auch die geringe
Zellausbeute [146, 147].

Eine neue Methodik zur In-vitro-Generierung von murinen neutrophilen Granulozyten und
von Zellen des mononukledren-phagozytaren Systems ermoglicht es nun, die immuno-
logische Kontrolle von A. phagocytophilum durch neutrophile Granulozyten in vitro zu
analysieren [194]. Hierfir werden von Mausen gewonnene Progenitoren mit dem Hoxb8§-
Onkogen retroviral transduziert. Dieses Onkogen ist dstrogenabhangig aktiv und ermdglicht
somit in Anwesenheit von Ostrogen eine ungehinderte Expansion der Vorlauferzellen. Ein
Ostrogenentzug inaktiviert Hoxb8, und die gleichzeitige Verwendung von entsprechenden
Wachstumsfaktoren wie Stammzellfaktor (SCF) oder Granulozyten-Makrophagen kolonie-
stimulierendem Faktor (GM-CSF) ermdglicht eine Ausdifferenzierung zu neutrophilen
Granulozyten bzw. Makrophagen. Die funktionelle Ahnlichkeit dieser so gewonnenen Zellen
mit primaren Zellen wurde bereits gezeigt [194, 195]. Ein weiterer Vorteil dieser Methodik
besteht darin, dass unterschiedliche Gen-defiziente Mausstdmme genutzt werden kdnnen,
um entsprechende Vorlauferzelllinien zu generieren [196]. Auf Grundlage dieser Methodik ist
es nun moglich, die nachfolgenden Fragestellungen ndher zu analysieren.

Obwohl A. phagocytophilum in vivo strikt von der Anwesenheit neutrophiler Granulozyten
abhangig ist [152], hat sich gezeigt, dass ein Fehlen von antimikrobiellen Effektor-
mechanismen neutrophiler Granulozyten den Infektionsverlauf in vivo nicht wesentlich
beeinflusst [107, 152]. Aufgrund der Redundanz des Immunsystems ist zu fragen, inwieweit
neutrophile Granulozyten an einer direkten Abwehrreaktion gegen A. phagocytophilum
beteiligt sind und ob der Erreger Strategien entwickelt hat, um den spezifischen Abwehr-
mechanismen neutrophiler Granulozyten zu entkommen. Dazu wurden in dieser Arbeit
entsprechende Gen-defiziente murine neutrophile Granulozyten mit A. phagocytophilum in
vitro infiziert und der Infektionsverlauf verfolgt.

Da in vitro neben neutrophilen Granulozyten weitere Zelllinien infiziert werden kénnen [118-

120], ist hier auRerdem zu untersuchen, inwieweit ausdifferenzierte murine Makrophagen die
Replikation von A. phagocytophilum unterstitzen.
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Fragestellung und Zielsetzung

Bislang ist der zugrundeliegende Mechanismus des vorubergehenden protektiven Effektes
von Interferon-y (IFN-y) in der initialen Phase einer A. phagocytophilum-Infektion in vivo nicht
vollstadndig erklarbar. Daher wird abschlielend analysiert, inwieweit IFN-y eine direkte
Wirkung auf A. phagocytophilum-infizierte murine neutrophile Granulozyten hat.
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3 Material und Methoden

3.1 Mause

Zur Gewinnung von Wildtyp bzw. gendefizienten Hoxb8-neutrophilen Granulozyten und

Hoxb8-Makrophagen sind fur diese Studie 8 bis 12 Wochen alte weibliche Mause verwendet

worden.

Die Mause wurden unter SPF-Bedingungen

im Tierstall des Instituts fir

Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Universitat Freiburg im Breisgau gehalten.

C57BL/6 Wildtyp
C57BL/6 gp91P">x"
C57BL/6 IFN-yR™
C57BL/6 iINOS™
C57BL/6 MPO™

Charles River, Sulfzfeld

Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, USA
Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, USA
Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, USA
Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, USA

3.2 Bakterienstamm und Zelllinien

A phagocytophilum Webster

GP2-293 Zellen

HL60-Zellen

CHO-Zellen, transfiziert mit murinem
Stammzellfaktor(SCF)-Gen

B16-Zellen, transduziert mit murinem
Granulozyten-Makrophagen
koloniestimulierenden Faktor
(GM-CSF)-Gen

3.3 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Ammoniumchlorid

B-Estradiol

B-Mercaptoethanol 50 mM

Chloroform

Cytometric Bead Array (CBA) Flex Sets
Diff-Quick

Dimethylsulfoxid

DMEM, High glucose + GlutaMAX + Pyruvat

S. Dumler,

19

The Johns Hopkins School of
Medicine, Baltimore, MD, USA

Clontech, CA, USA
ATCC, Manassas, VA, USA
Susanne Kirschnek, Institut fir Mikrobiologie und

Hygiene, Universitat Freiburg im Breisgau

Susanne Kirschnek, Institut fir Mikrobiologie und

Hygiene, Universitat Freiburg im Breisgau

Life Technologies, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Life Technologies, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe

BD Biosciences, Heidelberg
Dade Behring, Marburg
Sigma, Taufkirchen

Life Technologies, Darmstadt
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Ethanol
Ficoll-Plaque PLUS

Fotales Kalberserum (FCS)

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

Isopropanol
Lipopolysaccharid (LPS),

Escherichia coli K12, D31m4 (Re)
MicroAmp Optical Adhesive Film
MicroAmp Optical 384-Well Reaction Plate
murines Interferon-y (IFN-y)
murines Interleukin(IL)-3
murines IL-6
Naphtylethylendiamindihydrochlorid
Natriumnitrit
Opti-MEM + GlutaMAX
PCR Mycoplasmen-Testkit I
Penicillin-Streptomycin (100 x)
phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

(endotoxinfrei)

Phosphorsaure (H3POy4)

QlAamp DNA Mini Kit

Retro-X Universal Packaging System
RNAIlater

RPMI 1640

StemPro Accutase

Sulfanilamid

Taq Polymerase

TagMan Gene Expression Assay mgp91°"*
TagMan Gene Expression Assay mHPRT
TagMan Gene Expression Assay miNOS
TagMan Gene Expression Assay mMPO
TagMan Gene Expression Master Mix
TRIzol Reagent

Trypanblau

TURBO DNase

Ultra Pure Water

Xfect

20

Carl Roth, Karlsruhe

GE Healthcare Life Sciences, Freiburg
im Breisgau

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Life Technologies, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

List Biologicals, Campbell, CA, USA

Life Technologies, Darmstadt
Life Technologies, Darmstadt
PeproTech, Rocky Hill, NY, USA
PeproTech, Rocky Hill, NY, USA
PeproTech, Rocky Hill, NY, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt
Life Technologies, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Qiagen, Hilden

Clontech, Mountain View, CA, USA
Life Technologies, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe

Life Technologies, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt
Biochrom, Berlin

Clontech, Mountain View, CA, USA
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3.4 Primer und Sonden

Die Primer und Sonden wurden von Metabion, Martinsried, synthetisiert und anschlief3end
HPLC gereinigt:

16S RT Sonde (Fam-ACG CTG GCG GCA AGC TTA ACA CAT-BHQ1)
16S RTf2 (GAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG AA)

16S RTr (GCT ATA AAG AAT AAT CCG TTC GAC TTG)
0IMR0013 (CTT GGG TGG AGA GGC TAT TC)

0IMR0014 (AGG TGA GAT GAC AGG AGA TC)

0IMR297 (CAC GAG ACT AGT GAG ACG TG)

0IMR0517 (AAG AGA AAC TCC TCT GCT GTG AA)

0IMR0518 (CGC ACT GGA ACC CCT GAG AAA GG)

0IMR0519 (GTT CTA ATT CCA TCA GAA GCT TAT CG)
0IMR0587 (CCC ATT TAG ATC CTA CAT ACG AAA CAT ACG G)
oIMR0588 (TTT CTG TCA TCA TGG AAA GGA GGG ATA CAG)
0IMR1216 (ACA TGC AGA ATG AGT ACC GG)

0IMR1217 (TCA ACA TCT CCT GGT GGA AC)

oIMR1218 (AAT ATG CGA AGT GGA CCT CG)

0IMR6515 (AGG TCT CTA ACG CCA TCG TG)

0IMR6516 (GTT GAG GCC AGT GAA GAA GG)

3.5 Gerate

ABI Prism 79100HT Sequence Detection System Life Technologies, Darmstadt
BD LSRFortessa BD Biosciences, Heidelberg
Cytospin3 Shandon, Frankfurt am Main
ELISA Reader Spectramax 340 PC384 Molecular Devices,

Sunnyvale, CA, USA
GeneAmp PCR System 9700 Life Technologies, Darmstadt
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3.6 Zusammensetzung der Zellkulturmedien

B16-Zellen transduziert mit murinem GM-
CSF-Gen

RPMI 1640
FCS 10%
B-Mercaptoethanol 30 uM

CHO-Zellen transfiziert mit murinem SCF-
Gen

Opti-MEM + GlutaMAX
FCS 10%
B-Mercaptoethanol 30 uM

Einfriermedium

jeweilige Zellkulturmedium
FCS 30%
Dimethylsulfoxid 10%

GP2-293-Zellen

DMEM, High glucose + GlutaMAX + Pyruvat
FCS 10%
Penicillin-Streptomycin 1 x

_ . RPMI 1640
HL60-Zellen mit A. phagocytophilum Webster FCS 5%
infiziert
RPMI 1640
HL60-Zellen uninfiziert FCS 10%

Hoxb8-Granulozyten-Vorlaufer

Opti-MEM + GlutaMAX
FCS 10%
B-Mercaptoethanol 30 uM
SCF-Uberstand 1%
B—Estradiol 1 uM

Hoxb8-Granulozyten

Opti-MEM + GlutaMAX
FCS 10%
B-Mercaptoethanol 30 uM
SCF-Uberstand 1%

Hoxb8-Makrophagen-Vorlaufer

RPMI 1640

FCS 10%
B-Mercaptoethanol 30 uM
GM-CSF-Uberstand 1%
B—Estradiol 1 uM

Hoxb8-Makrophagen

RPMI 1640

FCS 10%
B-Mercaptoethanol 30 uM
GM-CSF-Uberstand 1%
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Opti-MEM + GlutaMAX
FCS 10%
B-Mercaptoethanol 30 uM
Progenitoren Penicillin-Streptomycin 1 x
SCF-Uberstand 1%
murines IL-3 10 ng/ml

murines IL-6 20 ng/ml

3.7 Gewinnung des SCF-und GM-CSF-Uberstandes

Hierfir wurden CHO-Zellen, transfiziert mit dem murinen SCF-Gen, bzw. B16-Zellen, trans-
duziert mit dem murinen GM-CSF-Gen, im entsprechenden Kulturmedium in einer 162 cm?
Zellkulturflasche ausgesat. Ab einer Konfluenz der Zellen von 70% wurde der Uberstand
abgenommen und durch frisches Medium ersetzt. Der gewonnene Uberstand wurde jeweils
am selben Tag bei Raumtemperatur (RT) bei 3000 rpm 5 min zentrifugiert und bei -20 °C
gelagert. Dies wurde taglich wiederholt, bis die Apoptose der Zellen eintrat. Zuletzt wurde der
gesamte gewonnene Uberstand steril filtriert, in entsprechenden Gefalen aliquotiert und
wiederum bei -20 °C bis zur Verwendung gelagert.

3.8 Bestimmung der Infektionsrate und der Zellzahl

Fir die Zellzdhlung wurde entsprechend der Zelldichte eine Verdlinnung der Zellen von 1:2
oder 1:10 in Trypanblau (1:5 in PBS vorverdinnt) angefertigt. Die Zellzahl wurde in einer
Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

Fir den mikroskopischen Nachweis der Infektionsrate wurde 400 ul Zellsuspension in einer
pin3-Zentrifuge 5 min bei 700 rpm zentrifugiert. Die Objekttrager wurden mit Diff-Quick
gefarbt und unter dem Mikroskop bei 1000-facher VergroRerung beurteilt. Die Infektionsrate
wurde durch Auszahlen eines Gesichtsfeldes bestimmit.

3.9 Produktion des Virusuiberstands
1 x 10° GP2-293 Zellen wurden in 1 ml DMEM Medium + 10% FCS in einer 6-well-Platte
ausgesat. 5 pg des Plasmids 3HA-ERHBH-Hoxb8-neo (Susanne Kirschnek, Institut fir

Medizinische Mikrobiologie und Hygiene, Universitat Freiburg im Breisgau) sowie 5 pug des
Plasmids pVSV-G (Clontech, Mountain View, CA, USA) wurden mit Xfect Reaktionspuffer
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derart gemischt, dass sich ein Gesamt-Volumen von 100 pul ergab. In einem zweiten Ansatz
wurden 1,5 yl Xfect Polymer mit 98,5 ul Xfect Reaktionspuffer versetzt. Beide Rdhrchen
wurden grandlich durchmischt. Danach wurde die Polymer-Losung zu der Plasmid-Lésung
gegeben. Die Mischung wurde fur 10 s gevortext, fir 10 min bei RT inkubiert und dann
tropfenweise zu den GP2-293 Zellen gegeben. Die Zellen wurden bei 5% CO, und 37 °C flr
10 h inkubiert. Anschlielend wurde das Medium durch 3 ml frisches Medium ersetzt. Nach
48 h und 72 h wurde der Virusiberstand geerntet, aliquotiert und bei -80 °C bis zur
Verwendung gelagert.

3.10 Gewinnung von Progenitoren und retrovirale Transduktion

Fir die Gewinnung muriner Progenitoren wurden 8 bis 12 Wochen alte weibliche Mause
verwendet. Nach steriler Praparation von Tibia und Femur wurde das Knochenmark unter
Verwendung einer 27-G-Kanile mit RPMI 1640 + 10% FCS + 1 x Penicillin-Streptomycin
ausgesplilt, aufgefangen, bei 1500 rpm 5 min bei RT zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Zur Lyse der Erythrozyten wurde das Pellet in 3 ml 0,17 M Ammoniumchlorid
resuspendiert und 3 min bei RT inkubiert. Nachfolgend wurde das Pellet mit 10 ml PBS + 1%
FCS neutralisiert und erneut bei RT bei 1500 rpm 5 min zentrifugiert. Anschliefiend wurde
das Pellet in 4 ml PBS + 1% FCS resuspendiert. Fur die Dichtegradientenzentrifugation
wurde die Zellsuspension vorsichtig auf 3 ml Ficoll-Plaque PLUS geschichtet, so dass sich
die Schichten nicht durchmischten, und nachfolgend bei RT bei 1800 rpm 30 min
zentrifugiert. Danach wurde die obere Schicht bis auf ca. 0,5 ml des Pellets abgenommen.
Dieses wurde mit 45 ml PBS + 1 % FCS aufgefiillt und bei RT bei 2000 rpm 10 min
zentrifugiert. Das gewonnene Pellet wurde wiederum mit PBS + 1% FCS resuspendiert und
bei 1500 rpm 5 min zentrifugiert. AnschlieRend wurde das Pellet in das Progenitoren-Medium
aufgenommen und je nach Zelldichte in ein bis zwei wells einer 6-well-Platte (ca. 3 ml
Medium/well) ausgesat und fir 2 bis 4 Tage inkubiert. Nach Bedarf wurde in den
nachfolgenden Tagen erneut das Medium hinzugefugt.

Far die retrovirale Transduktion zur Gewinnung von Granulozyten-Vorlaufern wurden jeweils
2 x 10° der gewonnenen Progenitoren bei 1500 rpm 5 min abzentrifugiert und mit 1 ml
Virusliberstand, 10 ul SCF-Uberstand, 1 pl R-Estradiol (1 mM Stock) aufgenommen. Fir die
Kontrollansatze wurde entsprechend 1 ml Vorlaufermedium verwendet. Fir die Transduktion
zur Gewinnung von Makrophagen wurde anstelle des SCF-Uberstandes GM-CSF-Uberstand
verwendet. Diese Ansatze wurden jeweils in 12-well-Platten bei 1800 rpm und 25 °C 1 h 30
min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde 1 ml Vorlaufermedium hinzugegeben.

Nachfolgend wurden die Zellen je nach Dichte alle 2 bis 3 Tage passagiert. Nach insgesamt
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4 Wochen wurde die Selektion beendet. Die Zellen wurden direkt verwendet oder in
flissigem Stickstoff eingefroren.

3.11 DNA-Praparation aus Vorlaufer-Zelllinien

Zur Praparation von DNA aus den Vorlaufer-Zelllinien wurde der ,QlAamp DNA Mini Kit*

nach Angaben des Herstellers zur Praparation von DNA aus Zellen verwendet. Es wurden 5
x 10° Zellen in der Praparation eingesetzt. Die Elution erfolgte in 100 pl Elutionspuffer.

3.12 Genotypisierung der Zelllinien

gp91°"*".Genotypisierung:

Stock- End- Volumen fir

Konzentration Konzentration | eine Probe
Puffer 10 x 1x 5,0 ul
MgCl, 50 mM 2,50 mM 2,5l
dNTP 2 mM 0,20 mM 5,0 pl
olIMR0517 20 uM 1,00 uM 2,5l
o0IMR0518 20 uM 1,00 uM 2,5l
o0IMR0519 20 uM 1,00 uM 2,5l
Taq Polymerase 5 U/l 0,02 U/pl 0,2 pl
DNA 2,0 ul
H.0O 27,8 ul
Gesamtvolumen 50,0 ul

Mutante = 195 Basenpaare (bp)
Heterozygot = 195 bp und 240 bp
Wildtyp = 240 bp

Polymerase-Ketten-Reaktion(PCR)-Programm:

Denaturierung: 94 °C 3 min

Amplifikation: 12 x 94 °C 20s,64 °C 30s,72°C 35 s (je Zyklus -0,5 °C)
Amplifikation: 25 x 94 °C 20s,58 °C 30s,72°C 35 s
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Interferon-y Rezeptor(IFN-yR)"-Genotypisierung:

Stock- End- Volumen fir

Konzentration Konzentration eine Probe
Puffer 10 x 1x 4,0 pl
MgCl, 50 mM 2,00 mM 1,6 pl
dNTP 2 mM 0,25 mM 5,0 ul
oIMR0013 20 uM 0,50 uM 1,0 ul
oIMR0014 20 uM 0,50 uM 1,0 pl
oIMR0587 20 uM 0,50 uM 1,0 ul
oIMR0588 20 uM 0,50 uM 1,0 pl
Taq Polymerase 5 U/ul 0,02 U/l 0,2 ul
DNA 1,0 pl
H.0O 24,2 ul
Gesamtvolumen 40,0 pl

Mutante = 280 bp

Heterozygot = 280 bp + 189 bp

Wildtyp = 189 bp

PCR-Programm:

Denaturierung: 94 °C 3 min
Amplifikation: 12 x 94 °C 20s,64 °C 30s,72°C 35 s
Amplifikation: 25 x 94 °C 20s,58 °C 30s,72°C 35 s
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Induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase(iNOS)"-Genotypisierung:

Stock- End- Volumen fir

Konzentration Konzentration | eine Probe
Puffer 10 x 1x 5,00 pl
MgCl, 50 mM 2,00 mM 2,00 pl
dNTP 2 mM 0,20 mM 5,00 ul
oIMR1216 20 uM 1,33 uM 3,30 ul
olIMR1217 20 uM 0,08 uM 0,20 pl
oIMR1218 20 uM 2,50 uM 6,25 yl
Taq Polymerase 5 U/ul 0,02 U/ml 0,20 pl
DNA 2,00 pl
H,O 26,05 pl
Gesamtvolumen 50,00 pl

Mutante = 275 bp

Heterozygot = 275 bp und 108 bp

Wildtyp = 108 bp

PCR-Programm:

Denaturierung: 94 °C 3 min

Amplifikation: 40 x 94 °C 30,59 °C 305s,72°C 30 s
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Myeloperoxidase(MPO)”-Genotypisierung:

Stock- End- Volumen flr

Konzentration | Konzentration | eine Probe
Puffer 10 x 1x 5,0 pl
MgCl, 50 mM 2,00 mM 2,0 ul
dNTP 2 mM 0,20 mM 5,0 pl
o0IMR6515 20 uM 1,00 uM 2,5l
0IMR6516 20 uM 1,00 uM 2,5l
oIMR297 20 uM 1,00 uM 2,5 ul
Taq Polymerase 5 U/ul 0,02 U/l 0,2 ul
DNA 2,0 ul
H,O 28,3 ul
Gesamtvolumen 50,0 ul

Mutante = 350 bp

Heterozygot = 350 bp und 155 bp

Wildtyp = 155 bp

PCR-Programm:

Denaturierung: 94 °C 3 min
Amplifikation: 40 x 94 °C 30 s, 68 °C 1 min, 72 °C 1 min
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3.13 Zellkultur

Hoxb8-Granulozyten-Vorlaufer- und Hoxb8-Makrophagen-Vorlaufer-Zellen wurden in 6-well-
Platten mit 3 bis 6 ml des entsprechenden Vorlaufermediums bei 5% CO, und 37° C
kultiviert. Je nach Zelldichte wurden alle 2 bis 3 Tage entsprechende Aliquots (100 pl — 1 ml)
passagiert.

Zur Differenzierung von Hoxb8-Granulozyten-Vorlaufer- und Hoxb8-Makrophagen-Vorlaufer-
Zellen zu Hoxb8-Granulozyten bzw. Hoxb8-Makrophagen wurden die Zellen bei RT bei 1000
rpm flr 5 min abzentrifugiert und anschliefend zweimal mit 10 ml PBS gewaschen. Danach
wurden die Zellen in dem entsprechenden Hoxb8-Granulozyten- bzw. Hoxb8-Makrophagen-
Medium aufgenommen. Zur Ausdifferenzierung wurden 3 x 10° Granulozyten bzw. 4,5 x 10°
Makrophagen pro well in 3 ml Medium in einer 6-well-Platte ausgesat. Aus praktischen Grin-
den wurden in spateren Versuchen 1,5 x 10° Makrophagen pro Zellkulturschale in 10 ml
Medium verwendet. Die Differenzierungsdauer betrug bei Granulozyten 4 Tage und bei
Makrophagen 6 Tage. Fiir die Versuche wurden jeweils 1,2 x 10’ differenzierte Hoxb8-
Granulozyten bzw. 1,2 x 10" Hoxb8-Makrophagen in 6 ml Differenzierungsmedium pro well
einer 6-well-Platte eingesetzt.

Da die Makrophagen adhéarent wuchsen, mussten sie vor der Verwendung zunachst mit 3 ml
PBS/well bzw. 10 ml PBS/Zellkulturschale gewaschen werden, um sie nachfolgend mit 0,5
ml StemPro Accutase/well bzw. 3 ml StemPro Accutase/Zellkulturschale bei 37 °C und 5%
CO; fuir 10 min zu inkubieren. Nachfolgend konnten die dadurch abgelésten Makrophagen

weiter verwendet werden.

HL60-Zellen wurden in RPMI 1640 + 10% FCS kultiviert. Die Zellen wurden alle 2 bis 3 Tage
passagiert, indem die Zellzahl auf 2 x 10° Zellen/ml eingestellt wurde.

Zur Kryokonservierung wurden 5 x 10° Zellen/ml pro Einfrierrdhrchen eingesetzt. Die Zellen
wurden bei RT bei 1000 rpm fur 5 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Einfriermedium
tropfenweise auf das Pellet gegeben. Nach Lagerung in einer Isopropanol-Box bei -80 °C
uber Nacht wurden die Einfrierrhrchen in flissigen Stickstoff Gberfihrt. Zum Auftauen der
Zellen wurden die Einfrierrbhrchen bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut. Nachfolgend wurde
unverzuglich tropfenweise das entsprechende Zellkulturmedium zugegeben. Nach
Zentrifugation bei RT bei 1000 rpm fiir 5 min wurden die Zellen im entsprechenden Medium
aufgenommen und je nach Zelllinie in 6-well-Platten oder Zellkulturflaschen ausgesat.

Die Zellkulturen wurden mittels PCR-Mycoplasmen-Testkit I auf Mykoplasma spp. getestet.
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3.14 Anzucht von A. phagocytophilum

Fur die Anzucht von A. phagocytophilum in HL60-Zellen wurden mindestens 10 ml 2 x 10°/ml
uninfizierte HL60-Zellen vorbereitet. Infizierte eingefrorene HL60-Zellen wurden aufgetaut,
das Pellet in 5 ml RPMI + 10% FCS aufgenommen und den uninfizierten Zellen hinzugeflgt.
Nach 2 Tagen wurden die Zellen gezahlt, ein Zytospin aus 400 pl Zellsuspension angefertigt
und mit Diff-Quick gefarbt. Die Infektionsrate wurde mikroskopisch durch Auszahlen eines
Gesichtsfeldes bestimmt. Wenn sie zwischen 70% bis 90% lag, wurden uninfizierte HL60-
Zellen hinzugegeben. Das gewahlte Verhaltnis zwischen infizierten und uninfizierten HL60-
Zellen war von der gewlnschten Infektionsrate nach 2 Tagen bzw. von der Infektionsrate der
verwendeten Zellen abhangig. Wurde eine Infektionsrate von 90% nach 2 Tagen bendtigt,
wurden die infizierten Zellen mit uninfizierten HL60-Zellen im Verhaltnis 1:1 gemischt, so
dass sich eine Konzentration von 2 x 10° ml ergab. Je geringer die Infektionsrate der
verwendeten HL60-Zellen war, desto weniger uninfizierte HL60-Zellen mussten hinzugefugt
werden. Die Endkonzentration aus infizierten und uninfizierten HL60-Zellen sollte jedoch

immer 2 x 10°/ml betragen.

Um A. phagocytophilum in Hoxb8-Granulozyten anziichten zu kénnen, mussten diese
zundchst wie oben beschrieben aus den Vorldufern differenziert werden. Hierfur wurden
infizierte Zellen aufgetaut, das Pellet in 1 ml Hoxb8-Granulozyten Medium aufgenommen
und mit diesem ein well differenzierter Hoxb8-Granulozyten infiziert. Nach spatestens 4
Tagen mussten erneut Hoxb8-Granulozyten differenziert werden, da nach diesem Zeitraum
meist alle Granulozyten infiziert und fast alle Zellen bereits apoptotisch waren. Das Volumen
an infizierten Zellen, das genutzt wurde, um neue uninfizierte differenzierte Hoxb8-Granulo-
zyten zu infizieren, war stark abhangig sowohl von der bestehenden Infektionsrate als auch
von der gewlnschten Infektionsrate an einem bestimmten Tag. Je hoher die Infektionsrate
war, desto weniger infizierte Zellen wurden bendtigt, um neue uninfizierte Hoxb8-
Granulozyten so zu infizieren, dass sie nach 3 bis 4 Tagen eine Infektionsrate von 90%
erreichten. Zur Passage des Erregers wurden in der Regel 100 bis 200 pl fir ein well
uninfizierter differenzierter Hoxb8-Granulozyten verwendet.

3.15 Versuchsaufbau
Fir die Infektionsversuche wurden wirtszellfreie Praparationen von A. phagocytophilum
hergestellt. Hierfiir wurden 3 x 107 infizierte Hoxb8-Granulozyten bzw. 3 x 10°infizierte HL60-

Zellen jeweils mit einer Infektionsrate von 90% verwendet. Dieses Verhaltnis wurde in

Vorversuchen ermittelt, um ein ahnliches Inokulum zum Zeitpunkt 0 zu erhalten. Nach dem
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Abzentrifugieren der infizierten Zellen wurden das Pellet in 10 ml sterilem PBS auf-
genommen und 10 x durch eine 27 G Kanule gedrickt, um eine mechanische Zerstérung der
Wirtszellen zu erreichen. Es wurde eine 10-minutige differentielle Zentrifugation bei RT bei
750 g durchgefihrt, um den Zelldebris zu pelletieren. Der Uberstand wurde gewonnen und
bei RT bei 2300 g 10 min zentrifugiert. Das resuspendierte Pellet wurde in die Infektions-
versuche eingesetzt.

Nach 0 h, 24 h, 48 h, 72 h und 96 h Infektions- bzw. Stimulationsdauer wurden jeweils 500 pl
Zellen pro Ansatz abgenommen und bei RT bei 4000 rpm 10 min zentrifugiert. Die dadurch
gewonnenen Uberstande wurden fiir spatere Zytokinmessungen bei -80 °C asserviert. Die
Pellets wurden fur die RNA-Isolierung in 500 pl RNAlater aufgenommen und bis zur
Verwendung bei -80 °C asserviert. Von allen Ansatzen mit Hoxb8-Granulozyten wurde nach
48 h bis 72 h ein Zytospin angefertigt, um die Infektionsrate orientierend mikroskopisch zu
beurteilen. Bei den Ansatzen mit infizierten Hoxb8-Makrophagen wurden diese zusatzlich
nach 96 h mit StemPro Accutase abgeldst und ein weiterer Zytospin angefertigt.

Je nach Fragestellung wurden die Zellen mit 10 ng/ml bzw. 200 ng/ml LPS oder mit 40 ng/ml
IFN-y stimuliert.

Bei einigen Versuchen wurde ein zuséatzlicher Waschschritt nach 4 h Infektions- bzw.
Stimulationsdauer durchgefihrt. Hierfir wurden die jeweiligen Ansatze nach 4 h abzentrifu-
giert und zweimal mit PBS gewaschen. Das Pellet wurde anschlieBend in 5,5 ml des

jeweiligen Mediums (neues Medium) aufgenommen.

3.16 RNA-Isolierung

Die in RNAlater asservierten Zellen wurden bei RT bei 8000 rpm 5 min zentrifugiert.
AnschlieBend wurde das RNAlater abgenommen. Das Zellpellet wurde in 1 ml TRIzol
aufgenommen, kurz gevortext, bei RT 5 min inkubiert und dann jeweils 200 ul Chloroform
hinzugefigt. AnschlieBend wurde es 15 s gevortext, 5 min bei RT inkubiert und anschliellend
bei 4 °C bei 12000 rpm 15 min zentrifugiert. Die wassrige obere Phase wurde nach der
Zentrifugation vorsichtig, aber vollstdndig abgenommen und in ein neues Gefal} tberfihrt.
Sowohl Interphase als auch organische Phase wurden verworfen. Danach wurden 500 pl
Isopropanol zur Ausfallung der RNA hinzugegeben. Es wurde bei 2000 U/min 5 s gevortext
und anschlieBend 10 min bei RT inkubiert. Es folgte ein 8-minutiger Zentrifugationsschritt bei
4 °C und 12000 rpm. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 1 ml frisch an-
gesetztem 75%igen Ethanol bei 4 °C und 10000 rpm fir 5 min gewaschen. Der restliche
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Uberstand wurde mit einer Pipette abgenommen. Die Proben wurden bei RT mit gedffnetem
Deckel 5 min getrocknet und in 30 pl H,O, 3 ul TURBO DNase Puffer und 1 yl TURBO
DNase aufgenommen. Es wurde bei 37 °C fur 30 min inkubiert. Die TURBO DNase wurde
anschliefend bei 75 °C fur 10 min inaktiviert. Die so gewonnene RNA wurde bei -80 °C
gelagert.

3.17 Umschreiben von RNA in cDNA

Die praparierte RNA wurde mit Hilfe des kommerziellen ,High Capacity cDNA reverse
Transcription Kits“ in cDNA umgeschrieben. Die cDNA wurde bei -20 °C gelagert.

Reaktionsansatz fur eine Probe (20 pl):

10 x RT Puffer 2 ul
10 x RT Random Primer 2 ul
25 x ANTP Mix 0,8 ul
Reverse Transcriptase 1l
Ultra Pure Water 4,2 ul
RNA 10 pl

PCR-Programm:

Schritt 1: 25 °C 10 min
Schritt 2: 37 °C 120 min
Schritt 3: 85 °C 5min
Schritt 4: 20°C

3.18 TagMan Real-time PCR

Zur relativen Quantifizierung der Expression unterschiedlicher Gene wurden kommerzielle
.TagMan Real-Time PCRs" verwendet. Zur Bestimmung der Erregerlast von A. phago-
cytophilum wurde ein eigener, auf der Expression der bakteriellen 16S rRNA basierender
Assay eingesetzt. Die Proben wurden auf den mRNA-Gehalt der murinen Hypoxanthin-
Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT) normalisiert. Zur relativen Quantifizierung wurde
die AACt(cycle threshold)-Methode angewendet. Sie hat den Vorteil, dass auf externe
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Standards verzichtet werden kann. Stattdessen wird die Expression der Zielgene auf die

Expression eines nicht regulierten, aber ubiquitar exprimierten Gens bezogen.

Folgendes PCR-Programm wurde verwendet: 50 °C 2 min, 40 Zyklen 95 °C 10 min, 95 °C 11
min, 60°C 1 min. Die Analyse der Daten wurde mittels der SDS 2.1 Software durchgefihrt.

Reaktionsansatz fir die Gen-spezifischen Assays (15 pl):

TagMan Gene Expression Master Mix 7,5 pl
Gen-spezifischer Assay (20 x) 0,75 pl
cDNA 2yl
Ultra Pure Water 4,75 pl

Reaktionsansatz fir die Detektion von A. phagocytophilum (15 pl):

TagMan Gene Expression Master Mix 7,5 pl
Sonde 16SRT 0,375 pl
Primer 16 SRTf2 0,675 pl
Primer 16 SRTr 0,675 pl
cDNA 2yl
Ultra Pure Water 3,775 pl

3.19 Zytokin- bzw. Chemokin-Analyse mittels Durchflusszytometrie

Unter Verwendung von ,CBA Flex Sets“ wurde der Gehalt an IFN-y , IL-1j3, IL-6, IL-12/IL-23,
IL-17A, ,keratinozyte-derived chemokine® (KC), ,macrophage inflammatory protein-1a“ (MIP-
1a), ,monokine induced by IFN-y* (MIG), ,regulated on activation, normal T cell expressed
and secreted (RANTES) und an Tumornekrosefaktor (TNF) in den Zellkultur-Uberstanden
bestimmt. Die Durchflihrung erfolgte nach Herstellerangaben. Fir die Auswertung der Daten
wurde die ,FCAP Array Software“ verwendet.

3.20 Nachweis von Nitrit im Zellkultur-Uberstand
In den Zellkultur-Uberstanden wurde der Nitrit-Gehalt als MafR fiir die Aktivitat der iNOS

mittels Griess-Assay gemessen. Folgende Reagenzien wurden daflir eingesetzt, die
lichtgeschutzt im Kuhlschrank gelagert wurden:
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Griess-Reagenz |:

1 g Sulfanilamid
5ml H3PO4
ddH,0O ad 100 ml

Griess-Reagenz I

0,1 g Naphtylethylendiamindihydrochlorid
ddH,0O ad 100 ml

Unmittelbar vor der Verwendung wurden die Griess-Reagenzien | und Il im Verhaltnis 1:1
gemischt. In einer 96-well-Platte wurden 100 pl dieser Losung mit jeweils 100 pl Zellkultur-
Uberstand versetzt. Innerhalb von 30 min wurde die Absorption bei 550 nm photometrisch

gemessen. Zur Quantifizierung wurde ein Natriumnitrit-Standard verwendet.

3.21 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney-Tests, die mit der ,GraphPad
Prism Software 6.05“ (2014) berechnet wurden. Sofern nicht anders angegeben, wurden

dabei die infizierten bzw. stimulierten Ansatze mit der Medium-Kontrolle verglichen. Ein p <
0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. Es wurde nicht fir multiples Testen korrigiert.
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4 Ergebnisse
4.1 Wachstumsverlauf in murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten

Zunachst wurde in dieser Studie der Infektionsverlauf in murinen Wildtyp Hoxb8-Granulo-
zyten bzw. Hoxb8-Granulozyten untersucht. Dabei wurde verglichen, ob die Herkunft des
Inokulums aus murinen Hoxb8-Granulozyten oder aus humanen HL60-Zellen einen Einfluss

auf die Wachstumskinetik von A. phagocytophilum hat.

Bei Verwendung von Erregermaterial aus derselben Anzahl an Hoxb8-Granulozyten bzw.
HL60-Zellen hatte sich hinsichtlich der Ausgangs-Infektionsdosis eine signifikante (p < 0,05)
Diskrepanz gezeigt, die bei Normalisierung auf den Gehalt an A. phagocytophilum in Hoxb8-
Granulozyten deutlich wurde (Abbildung 1 A). Die Ausgangs-Infektionsdosis war bei der Ver-
wendung von Erregern aus HL60-Zellen etwa 10-fach hdher gewesen. Dies tduschte bei
Normalisierung auf den jeweiligen 0-h-Wert ein signifikant (24 h und 48 h =p < 0,01, 72 h =
p < 0,05, 96 h = p < 0,01) schlechteres Wachstum von A. phagocytophilum vor, wenn der
Erreger aus HL60-Zellen gewonnen wurde (Abbildung 1 B).

Nach erfolgreicher Standardisierung der Infektionsdosis wurde kein signifikanter Unterschied
des Wachstumsverlaufes mehr beobachtet (Abbildung 2). Fir die Standardisierung wurde
eine 10-fach niedrigere Menge an HL60-Zellen als an Hoxb8-Granulozyten zur Praparation
der Infektionsdosis verwendet.
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Abbildung 1. Relative Zunahme von A. phagocytophilum-spezifischer 16S rRNA, normali-
siert auf den mRNA-Gehalt an muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Infektion von in vitro generierten murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten. Das Inokulum wurde
aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten bzw. aus HL60-Zellen gewonnen. Dargestellt sind
Mittelwert und Standardabweichung aus sieben unabhangigen Experimenten. (A) Normali-
sierung auf den Gehalt an A. phagocytophilum in murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten; (B)
Normalisierung auf den jeweiligen 0-h-Wert.
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Abbildung 2. Relative Zunahme von A. phagocytophilum-spezifischer 16S rRNA, normali-
siert auf den mRNA-Gehalt an muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Infektion von in vitro generierten murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten. Das Inokulum wurde
aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten bzw. aus HL60-Zellen gewonnen. Dargestellt sind
Mittelwert und Standardabweichung aus sechs unabhangigen Experimenten. Die Norma-
lisierung erfolgte auf den jeweiligen 0-h-Wert.

4.2 Die Beeinflussung des Wachstumsverlaufes von A. phagocytophilum durch
einen Waschschritt 4 h nach Infektion

In-vitro-Studien haben gezeigt, dass A. phagocytophilum etwa 4 h bendtigt, um seine
Wirtszelle zu invadieren [158]. Damit ausgeschlossen werden konnte, dass groRere Mengen
an extrazellular verbleibenden Erregern den Infektionsverlauf beeinflussen, wurden die
Zellen nach 4 h gewaschen, um dadurch bislang nicht-invasive Bakterien zu entfernen.
Dabei zeigte sich nach 4 h eine starkere Erregerabnahme in den gewaschenen Zellen als in
ungewaschenen (Abbildung 3), obgleich unabhangig vom Waschschritt eine ahnliche Zu-
nahme des Wachstums nach 48 h bis 96 h festzustellen war. Signifikante Unterschiede des
Wachstums zwischen den einzelnen Ansatzen wurden nicht beobachtet. In den folgenden
Versuchen wurde deshalb auf das Waschen nach 4 h verzichtet, und das Inokulum wurde

nur noch aus infizierten Hoxb8-Granulozyten gewonnen.
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Abbildung 3. Relative Zunahme von A. phagocytophilum-spezifischer 16S rRNA, normali-
siert auf den mRNA-Gehalt an muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Infektion von in vitro generierten murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten. Das Inokulum wurde
aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten bzw. aus HL60-Zellen gewonnen. Die Halfte der
Ansatze wurde nach 4 h gewaschen, um bislang nicht-invasive Erreger zu entfernen. Dar-
gestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus vier unabhéangigen Experimenten. Die
Normalisierung erfolgte auf den jeweiligen 0-h-Wert.

4.3 Die Zytokinproduktion von murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten nach
Infektion mit A. phagocytophilum

Inzwischen ist akzeptiert, dass neutrophile Granulozyten in der Lage sind, Zytokine und
Chemokine zu produzieren [172]. Deshalb wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht, ob
die Infektion von Hoxb8-Granulozyten mit A. phagocytophilum zur Produktion ausgewahlter
Zytokine und Chemokine fiuihre. Als Positivkontrolle wurde Lipopolysaccharid (LPS) einge-
setzt. Zur Negativkontrolle dienten sowohl unstimulierte Ansatze als auch solche, die mit
uninfizierten, lysierten Hoxb8-Granulozyten versetzt worden waren. In beiden Fallen wurde

keine relevante Produktion von Zytokinen bzw. Chemokinen beobachtet.

Weder eine Infektion mit A. phagocytophilum noch eine Stimulation mit LPS fihrten zur
Produktion von Interferon-y (IFN-y), Interleukin(IL)-1B, IL-12/IL-23, IL-17A, ,keratinozyte-
derived chemokine® (KC) und ,monokine induced by IFN-y* (MIG) durch Hoxb8-Granulozyten
(Daten nicht gezeigt).
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Verglichen mit den unstimulierten Anséatzen, lie sich jedoch nach 48 h bis 96 h ein
signifikanter (p < 0,01) Anstieg der Produktion von ,regulated on activation, normal T cell
expressed and secreted* (RANTES) im Uberstand der infizierten Hoxb8-Granulozyten fest-
stellen; dieser Anstieg fiel allerdings im Vergleich zu den LPS-stimulierten Ansatzen gering
aus (Abbildung 4 A).

AuBBerdem wurde fur ,macrophage inflammatory protein-1a“ (MIP-1a) — ahnlich wie far
RANTES — nach 24 h bis 96 h ein signifikanter (24 h = p < 0,05, 48 h bis 96 h = p < 0,01)
Anstieg der Produktion infolge der Infektion mit A. phagocytophilum beobachtet (Abbildung 4
B).

Im Gegensatz dazu fiihrte die Infektion mit A. phagocytophilum zu keiner relevanten IL-6
Produktion durch die Hoxb8-Granulozyten (Abbildung 5 A). Auch der Anstieg der IL-6 Pro-
duktion durch die LPS-Stimulation fiel, obgleich signifikant (24 h =p < 0,01, 48 h bis 96 h = p
< 0,05) héher als in den unstimulierten Ansatzen, gering aus.

Die Infektion mit A. phagocytophilum 16ste in Hoxb8-Granulozyten einen signifikanten
Anstieg der Produktion des Tumornekrosefaktors (TNF) nach 48 h (p < 0,05), 72 h (p < 0,01)
und 96 h (p < 0,05) Infektionsdauer aus, der mit der durch LPS-Stimulation vergleichbar war
(Abbildung 5 B).

Zusammenfassend zeigt dies, dass die Infektion von Granulozyten mit A. phagocytophilum

zu einer Stimulation der Wirtszellen flhrt und dass der Erreger nicht in der Lage ist, diese
vollstandig zu unterdricken.

39



Ergebnisse

A 1500- mon

0O 24h
@ 48h
@ 72h ok
@ %h

=N
o
=)
<

RANTES pg/ml
o
=
b

Medium uninfiziert infiziert LPS

B 2000+ @ oh

0O 24h
@ 48h T
@ 72h
@ 96h

-
N
(=]
Q

MIP-1a pg/ml
S
(=]
i

500+

0 Ao e .

Medium uninfiziert infiziert LPS

Abbildung 4. Zytokin- bzw. Chemokin-Produktion in unstimulierten murinen Wildtyp Hoxb8§-
Granulozyten (Medium) sowie in murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten, stimuliert durch un-
infizierte, lysierte bzw. durch mit A. phagocytophilum infizierte, lysierte murine Wildtyp
Hoxb8-Granulozyten. Als Positivkontrolle diente die Stimulation mit 10 ng/ml LPS. Die ange-
gebenen Zeitpunkte beziehen sich auf die Zeit nach Infektion bzw. Stimulation. Dargestellt
sind Mittelwert und Standardabweichung aus funf unabhangigen Experimenten.

*=p<0,05 *=p<0,01. (A) RANTES. (B) MIP-1a.
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Abbildung 5. Zytokin- bzw. Chemokin-Produktion in unstimulierten murinen Wildtyp Hoxb8-
Granulozyten (Medium) sowie in murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten, stimuliert durch un-
infizierte, lysierte bzw. durch mit A. phagocytophilum infizierte, lysierte murine Wildtyp
Hoxb8-Granulozyten. Als Positivkontrolle diente die Stimulation mit 10 ng/ml LPS. Die ange-
gebenen Zeitpunkte beziehen sich auf die Zeit nach Infektion bzw. Stimulation. Dargestellt
sind Mittelwert und Standardabweichung aus funf unabhangigen Experimenten.

*=p<0,05 *=p<0,01. (A) IL-6. (B) TNF.
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4.4 Die Bedeutung antimikrobieller Effektormechanismen muriner neutrophiler
Granulozyten bei der Erregerkontrolle

Bereits im Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene in Freiburg im Breisgau
durchgefiihrte Mausexperimente haben gezeigt, dass die Kontrolle einer A.
phagocytophilum-Infektion in vivo von den neutrophilen Effektormechanismen wie
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat(NADPH)-Oxidase, induzierbarer Stickstoff-
monoxidsynthase (iNOS) und Myeloperoxidase (MPO) unabhangig ist [107, 152]. Aufgrund
der bestehenden Redundanz des Immunsystems wurde die Bedeutung dieser
Effektormechanismen in vitro analysiert. Hierfiir waren parallel murine Wildtyp, gp91°" ",
iNOS™ und MPO™ Hoxb8-Granulozyten infiziert und der Wachstumsverlauf von A.
phagocytophilum Gber 96 h hinweg analysiert worden.

Im Infektionsverlauf der Wildtyp und der Gen-defizienten Hoxb8-Granulozyten zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 6). Die ermittelten Daten bekréaftigen somit die
In-vivo-Ergebnisse des o.g. Freiburger Institutes. Demnach haben antimikrobielle Effektor-
mechanismen neutrophiler Granulozyten keinen direkten Effekt auf das Wachstum von A.
phagocytophilum.
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Abbildung 6. Relative Zunahme von A. phagocytophilum-spezifischer 16S rRNA, normali-
siert auf den mRNA-Gehalt an muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Infektion von murinen WT (Wildtyp), MPO™, iNOS™ und gp91°"*" Hoxb8-Granulozyten. Das
Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten gewonnen. Dargestellt sind
Mittelwert und Standardabweichung aus sieben unabhangigen Experimenten. Die
Normalisierung erfolgte auf den jeweiligen 0-h-Wert.
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Die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), welche auch als ,respiratory burst®
bezeichnet wird, ist ein wichtiger antibakterieller Mechanismus neutrophiler Granulozyten.
Die Generierung von ROS wird hauptsachlich durch den NADPH-Oxidase-Enzymkomlex
ermdglicht [150]. Da gp91™*™ eine wichtige Teilkomponente dieses Komplexes darstellt,
wurde in weiteren Untersuchungen dieser Studie die gp91”"-mRNA-Expression in A.

phagocytophilum-infizierten Hoxb8-Granulozyten analysiert.

Wildtyp Hoxb8-Granulozyten zeigten keine Regulation oder Induktion von gp91°"™ durch die
Infektion oder durch die LPS-Stimulation (Abbildung 7).
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Abbildung 7. Relative gp91°"*-mRNA-Expression, normalisiert auf den mRNA-Gehalt an
muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion in uninf. (uninfizierten), inf.
(A. phagocytophilum-infizierten) und mit LPS (10 ng/ml) stimulierten murinen WT (Wildtyp)
Hoxb8-Granulozyten. Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten
gewonnen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus sieben unabhangigen
Experimenten. Die Normalisierung erfolgte auf den 0-h-Wert der uninfizierten. murinen

Wildtyp Hoxb8-Granulozyten.

Um zu untersuchen, ob in iNOS™ und MPO™ Hoxb8-Granulozyten eine kompensatorische
Hochregulation der gp91°"*-Expression erfolgt, wurde dem Infektionsverlauf in den
entsprechenden Gen-defizienten Hoxb8-Granulozyten nachgegangen. Auch hier lie3 sich
jedoch keine signifikante Induktion oder Regulation von gp91°"* erkennen (Abbildung 8).
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Abbildung 8. Relative gp91°"™*-mRNA-Expression, normalisiert auf den mRNA-Gehalt an
muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion in uninf. (uninfizierten), inf.
(A. phagocytophilum-infizierten) und mit LPS (10 ng/ml) stimulierten murinen iNOS™ (A) und
MPO™ (B) Hoxb8-Granulozyten. Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granu-
lozyten gewonnen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus sieben un-
abhangigen Experimenten. Die Normalisierung erfolgte auf den 0-h-Wert der uninfizierten
murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten.
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Stickstoffmonoxid (NO) und andere reaktive Stickstoffspezies (RNS) werden durch die iNOS
generiert und spielen eine wichtige Rolle im Immunsystem [164]. Dementsprechend wurde in
dieser Studie die INOS-mRNA-Expression in A. phagocytophilum-infizierten Hoxb8-Granu-
lozyten analysiert.

Die Infektion von Wildtyp Hoxb8-Granulozyten mit A. phagocytophilum flhrte zu einer signi-
fikanten (p < 0,01) Induktion der INOS-mRNA-Expression zu allen Zeitpunkten nach der
Infektion, die der durch LPS-Stimulation vergleichbar war (Abbildung 9).
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Abbildung 9. Relative iINOS-mRNA-Expression, normalisiert auf den mRNA-Gehalt an
muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion in uninf. (uninfizierten), inf.
(A. phagocytophilum-infizierten) und mit LPS (10 ng/ml) stimulierten murinen WT (Wildtyp)
Hoxb8-Granulozyten. Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten
gewonnen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus sieben unabhangigen
Experimenten. Die Normalisierung erfolgte auf den 0-h-Wert der uninfizierten murinen
Wildtyp Hoxb8-Granulozyten. ** = p < 0,01.

Um zu untersuchen, ob in gp91°"*" und MPO" Hoxb8-Granulozyten eine kompensatorische
Hochregulation der iNOS-Expression erfolgt, wurde der Infektionsverlauf in den entspre-
chenden Gen-defizienten Hoxb8-Granulozyten verfolgt. Es zeigte sich eine ca. 100-fach
erhohte INOS-Expression in den uninfizierten gp91°">*" Hoxb8-Granulozyten (Abbildung 10
A). Ein ahnliches Phanomen wurde in den unifizieten MPO” Hoxb8-Granulozyten be-
obachtet (Abbildung 10 B).
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Abbildung 10. Relative iINOS-mRNA-Expression, normalisiert auf den mRNA-Gehalt an
muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion in uninf. (uninfizierten), inf.
(A. phagocytophilum-infizierten) und mit LPS (10 ng/ml) stimulierten murinen gp91°""" (A)
und MPO™ (B) Hoxb8-Granulozyten. Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-
Granulozyten gewonnen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus sieben
unabhangigen Experimenten. Die Normalisierung erfolgte auf den 0-h-Wert der uninf.

@ MPO’ uninf.
@ MPO™inf.
@ MPO-LPS

murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten. * = p < 0,05.

46



Ergebnisse

Aufgrund der deutlichen Induktion der INOS-mRNA-Expression wurde mittels Griess-Assay
der Gehalt an Nitrit in den Zellkultur-Uberstanden als MaR fiir die Aktivitat der iINOS ana-
lysiert.

Mit Ausnahme der gp91°"" Hoxb8-Granulozyten war eine signifikante Produktion von Nitrit
in den Zellkultur-Uberstanden nicht nachweisbar. In gp91°"*" Hoxb8-Granulozyten wurde
eine zwar signifikante (p < 0,05), aber gering-gradige Produktion von Nitrit nach 72 h und 96
h beobachtet, die bei Stimulation durch LPS deutlicher ausfiel (Abbildung 11).
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Abbildung 11. Nitritgehalt von Zellkultur-Uberstanden uninfizierter (Medium), A. pha-
gocytophilum-infizierter und mit LPS (10 ng/ml) stimulierter muriner WT (Wildtyp), MPO™",
iINOS™ und gp91°"*" Hoxb8-Granulozyten zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion.
Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten gewonnen. Dargestellt sind
Mittelwert und Standardabweichung aus sieben unabhangigen Experimenten. * = p < 0,05.
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MPO ist ein weiteres wichtiges Enzym neutrophiler Granulozyten, welches unter anderem
den Umbau der Produkte der NADPH-Oxidase zu antimikrobiell wirksamen HOCI (hypo-
chlorige Saure) katalysiert [197]. Die Effektivitdt der antimikrobiellen Wirkung durch dieses
Enzym in vivo wird jedoch sehr unterschiedlich beschrieben. Dennoch zeigen einige In-vivo-
und In-vitro-Studien die Beteiligung der MPO bei der Bekampfung bakterieller Infektionen
[169].

Bei dieser Studie konnte in Wildtyp Hoxb8-Granulozyten keine signifikante MPO-mRNA-
Expression nachgewiesen werden (Abbildung 12). Wurde im Gegensatz dazu die MPO-
Expression in gp91°"" und iNOS™ Hoxb8-Granulozyten auf die Expression in Wildtyp
Hoxb8-Granulozyten normalisiert (Abbildung 13 A und B), zeigte sich eine etwa 100-fach
erhdéhte Grund-Expression von MPO, die jedoch von der Infektion unabhéangig war. Demnach
fihren die gp91°"* und die iINOS-Defizienz zu einer kompensatorischen Hochregulation der
MPO-mRNA-Expression.

1000- @8 WT uninf.
@ WTinf.
@@ WTLPS

100+

MPO /HPRT

0.01' [ | | J 1 J 1 ]

Abbildung 12. Relative MPO-mRNA-Expression, normalisiert auf den mRNA-Gehalt an
muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion in uninf. (uninfizierten), inf.
(A. phagocytophilum-infizierten) und mit LPS (10 ng/ml) stimulierten murinen WT (Wildtyp)
Hoxb8-Granulozyten. Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten
gewonnen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus sieben unabhangigen
Experimenten. Die Normalisierung erfolgte auf den 0-h-Wert der uninfizierten. murinen
Wildtyp Hoxb8-Granulozyten.
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A

1000 @ gp91°P"*uninf.
B gp91Phoxinf.
@@ gp91PhoxLPS

MPO /HPRT

1000 @ iNOS™- uninf.
B iNOS inf.
@ iNOS- LPS

MPO /HPRT

Oh 24 h 48 h 72 h 96 h

Abbildung 13. Relative MPO-mRNA-Expression, normalisiert auf den mRNA-Gehalt an
muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion in uninf. (uninfizierten), inf.
(A. phagocytophilum-infizierten) und mit LPS (10 ng/ml) stimulierten murinen gp91°"/(A)
und INOS™ (B) Hoxb8-Granulozyten. Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-
Granulozyten gewonnen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus sieben
unabhangigen Experimenten. Die Normalisierung erfolgte auf den 0-h-Wert der uninfizierten
murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten.
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4.5 Die Funktion von murinen Wildtyp Hoxb8-Makrophagen bei der Infektion
durch A. phagocytophilum

In Richtung Monozyten-Makrophagen differenzierte HL60-Zellen [121] sowie murine Kno-
chenmarks-Makrophagen [122] unterstitzen die Replikation von A. phagocytophilum nicht.
Es ist jedoch nicht vollstandig klar, ob Makrophagen durch A. phagocytophilum aktiviert
werden und ob die antimikrobiellen Effektormechanismen von Makrophagen an der Erreger-
kontrolle beteiligt sind.

Daher ist fir diese Studie in weiteren Versuchen analysiert worden, ob A. phagocytophilum
in der Lage ist, murine Wildtyp Hoxb8-Makrophagen bzw. Hoxb8-Makrophagen zu aktivieren
bzw. zu infizieren, und ob der Erreger in Makrophagen effektiv abgetdtet wird. Dazu wurden
murine Hoxb8-Makrophagen mit A. phagocytophilum infiziert und der Infektionsverlauf mit
dem in Hoxb8-Granulozyten verglichen. Die Ergebnisse zeigten bereits nach 24 h eine
signifikante (p < 0,01) Abnahme der Erregerlast in den Ansatzen mit den Hoxb8-Makro-
phagen, wahrend in den Ansatzen mit Hoxb8-Granulozyten ein deutliches bakterielles
Wachstum beobachtet wurde (Abbildung 14). Im Zytospin wurden ebenfalls mikroskopisch
keine Morulae in Hoxb8-Makrophagen nachgewiesen. Demnach ist A. phagocytophilum nicht
in der Lage, in murinen Hoxb8-Makrophagen zu replizieren.
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Abbildung 14. Relative Zunahme von A. phagocytophilum-spezifischer 16S rRNA,
normalisiert auf den mMRNA-Gehalt an muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Infektion von murinen WT Gr (Wildtyp Hoxb8-Granulozyten) und murinen WT Mph (Wildtyp
Hoxb8-Makrophagen). Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten
gewonnen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus finf unabhangigen
Experimenten. Die Normalisierung erfolgte auf den jeweiligen 0-h-Wert. * = p < 0,05; ** = p <
0,01 (Vergleich murine Wildtyp Hoxb8-Granulozyten und murine Wildtyp Hoxb8-
Makrophagen).

Die Messung von Zytokinen bzw. Chemokinen im Zellkultur-Uberstand der Hoxb8-
Makrophagen ergab im Gegensatz zu den Hoxb8-Granulozyten keine signifikante Produktion
von RANTES, MIP-1a (Abbildung 15), IL-6 oder TNF (Abbildung 16). Die Stimulation durch
das als Positivkontrolle verwendete LPS zeigte jedoch, dass Hoxb8-Makrophagen im Prinzip
in der Lage sind, diese Mediatoren zu produzieren. Demnach werden murine Hoxb8-Makro-
phagen durch eine A. phagocytophilum-Stimulation nicht aktiviert.
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Abbildung 15. Zytokin- bzw. Chemokin-Produktion in unstimulierten murinen Wildtyp Hoxb8§-
Makrophagen (Medium) sowie in murinen Wildtyp Hoxb8-Makrophagen, stimuliert durch
uninfizierte, lysierte bzw. durch mit A. phagocytophilum infizierte, lysierte murine Wildtyp
Hoxb8-Granulozyten. Als Positivkontrolle diente die Stimulation mit 10 ng/ml LPS. Die
angegebenen Zeitpunkte beziehen sich auf die Zeit nach Infektion bzw. Stimulation. Dar-
gestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus flinf unabhangigen Experimenten.
**=p<0,0. (A) RANTES. (B) MIP-1a.
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Abbildung 16. Zytokin- bzw. Chemokin-Produktion in unstimulierten murinen Wildtyp Hoxb8§-
Makrophagen (Medium) sowie in murinen Wildtyp Hoxb8-Makrophagen, stimuliert durch
uninfizierte, lysierte bzw. durch mit A. phagocytophilum infizierte, lysierte murine Wildtyp
Hoxb8-Granulozyten. Als Positivkontrolle diente die Stimulation mit 10 ng/ml LPS. Die
angegebenen Zeitpunkte beziehen sich auf die Zeit nach Infektion bzw. Stimulation. Dar-
gestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus flinf unabhangigen Experimenten.
**=p<0,01. (A) IL-6. (B) TNF.
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4.6 Die Bedeutung antimikrobieller Effektormechanismen von murinen Hoxb8-
Makrophagen bei der Infektion mit A. phagocytophilum

Monozyten/Makrophagen sind ebenfalls mit den antimikrobiellen Effektormechanismen
NADPH-Oxidase, iNOS und MPO ausgestattet [153, 197, 198]. Daher wurde fir diese Studie
in weiteren Versuchen analysiert, ob A. phagocytophilum in Abwesenheit dieser Effektor-
mechanismen in der Lage ist, in Hoxb8-Makrophagen zu replizieren. Wie bereits bei den
Wildtyp Hoxb8-Makrophagen hat sich nachweisen lassen, dass sich der Erreger auch in den
Gen-defizienten Makrophagen nicht vermehren kann (Abbildung 17).
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Abbildung 17. Relative Zunahme von A. phagocytophilum-spezifischer 16S rRNA,
normalisiert auf den mMRNA-Gehalt an muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Infektion von murinen WT (Wildtyp), gp91°"*" iNOS™ und MPO” Mph (Hoxb8-
Makrophagen) sowie murinen WT Gr (Wildtyp Hoxb8-Granulozyten). Das Inokulum wurde
aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten gewonnen. Dargestellt sind Mittelwert und
Standardabweichung aus finf unabhangigen Experimenten. Die Normalisierung erfolgte auf
den jeweiligen 0-h-Wert.* = p < 0,05; ** = p < 0,01.
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Um zu ermitteln, ob die genannten Effektormechanismen durch eine Infektion in Hoxb8§-
Makrophagen aktiviert werden, sind die gp91™"**-, iNOS- und MPO-mRNA-Expressionen
analysiert worden.

Murine Hoxb8-Makrophagen zeigten im Vergleich zu unstimulierten murinen Wildtyp Hoxb8-
neutrophilen Granulozyten unabhangig von der Infektion oder Stimulation eine deutlich
erhdhte INOS-mRNA-Expression. Eine Induktion der iNOS-mRNA-Expression durch eine A.
phagocytophilum-Infektion wurde nicht beobachtet. Lediglich die LPS-Stimulation fiihrte nach
24 h zu einem signifikanten (p < 0,01) Anstieg (Abbildung 18). Diese Steigerung wurde ins-
besondere dann deutlich, wenn auf die INOS-Expression in unstimulierten (Medium) Hoxb8-
Granulozyten zum Zeitpunkt 0 h normalisiert wurde (Abbildung 19).

55



Ergebnisse

A
1000007 &g o+
O 24h
100004 @ 48h
@ 72h
£ 10004
[a
.
5 100;
O
< 104
1.
0.1: Medium uninfiziert infiziert LPS
B
@ oh
O 24h
1000007 @@ 48h
@ 72h
10000{ 8 %6 h
£ 1000
[a
L
o 100
O
Z 10
1
0.1: Medium uninfiziert infiziert LPS

Abbildung 18. Relative iINOS-mRNA-Expression, normalisiert auf den mRNA-Gehalt an

muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten sowohl in unstimulierten (Medium) murinen

Hoxb8-Zellen als auch in murinen Hoxb8-Zellen, die mit uninfizierten, lysierten bzw. mit A.

phagocytophilum-infizierten,

lysierten murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten stimuliert

wurden. Als Positivkontrolle diente die Stimulation mit 10 ng/ml LPS. Dargestellt sind Mittel-

wert und Standardabweichung aus finf unabhangigen Experimenten. Die Normalisierung
erfolgte auf den jeweiligen 0-h-Wert. * = p < 0,05; ** = p < 0,01. (A) murine Wildtyp Hoxb8-
Granulozyten. (B) murine Wildtyp Hoxb8-Makrophagen.
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Abbildung 19. Relative iINOS-mRNA-Expression, normalisiert auf den mRNA-Gehalt an
muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten sowohl in unstimulierten (Medium) murinen
Wildtyp Hoxb8-Makrophagen als auch in murinen Wildtyp Hoxb8-Makrophagen, die mit
uninfizierten, lysierten bzw. mit A. phagocytophilum-infizierten, lysierten murinen Wildtyp
Hoxb8-Granulozyten stimuliert wurden. Als Positivkontrolle diente die Stimulation mit 10
ng/ml LPS. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus fiinf unabhangigen
Experimenten. Die Normalisierung erfolgte auf den 0-h-Wert in unstimulierten murinen
Wildtyp Hoxb8-Granulozyten. * = p < 0,05; ** = p < 0,01.

Um zu untersuchen, ob der Defekt fir gp91™"” und MPO™ einen Einfluss auf die iNOS-
MRNA-Expression in Hoxb8-Makrophagen hat, wurde die iINOS-mRNA-Expression in den
entsprechenden Gen-defizienten Hoxb8-Makrophagen analysiert. Es zeigten sich keine
wesentlichen Unterschiede im Vergleich zur iNOS-mRNA-Expression in Wildtyp Hoxb8-
Makrophagen (Abbildung 20). Im Gegensatz zum vorher beschriebenen Experiment war jetzt
im Vergleich zu den unstimulierten Ansatzen (Medium) eine signifikante INOS-mRNA-
Induktion durch die A. phagocytophilum-Infektion nach 24 h in Wildtyp und gp91°"*" Hoxb8-
Makrophagen (p < 0,01, p < 0,05) bzw. nach 48 h in den MPO" Hoxb8-Makrophagen (p <
0,05) nachweisbar, die jedoch quantitativ gering ausfiel. Auch die iINOS-mRNA-Induktion
durch die LPS-Stimulation war deutlicher ausgepragt als beim vorher beschriebenen

Experiment.
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Abbildung 20. Relative iINOS-mRNA-Expression, normalisiert auf den mRNA-Gehalt an
muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion in uninfizierten, A. phago-
cytophilum-infizierten und mit LPS (10 ng/ml) stimulierten murinen Wildtyp (A), gp91°"" (B)
und MPO™ (C) Hoxb8-Makrophagen. Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-
Granulozyten gewonnen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus flnf
unabhangigen Experimenten. Die Normalisierung erfolgte auf den 0-h-Wert der uninfizierten
murinen Wildtyp Hoxb8-Makrophagen. * = p < 0,05; ** = p < 0,01.
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Zusétzlich wurde der Nitritgehalt im Uberstand der jeweiligen Zellen analysiert. Dies ergab —
wie zu erwarten war — eine signifikante Zunahme der Nitrit-Produktion in LPS stimulierten
Wildtyp, gp91°"*" und MPO” Hoxb8-Makrophagen (p < 0,01, p < 0,05, p < 0,05). In den mit
A. phagocytophilum infizierten Ansatzen war keine signifikante Nitrit-Produktion nach-
weisbar. iINOS™ Hoxb8-Makrophagen produzierten aufgrund ihres Gen-Defektes kein Nitrit
nach LPS-Stimulation (Abbildung 21).
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Abbildung. 21 Nitritgehalt der Zellkultur-Uberstéande uninfizierter, A. phagocytophilum-
infizierter und mit LPS (10 ng/ml) stimulierter muriner WT (Wildtyp), gp91?">*", iNOS™ und
MPO™ Mph (Hoxb8-Makrophagen) zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion. Zum
Vergleich wurden A. phagocytophilum-infizierte murine Wildtyp Gr (Hoxb8-Granulozyten)
mitgefihrt. Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten gewonnen.
Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus funf unabhangigen Experimenten.
*=p<0,05; *=p<0,01.

Im Gegensatz zu den Hoxb8-Granulozyten fuhrte die Stimulation mit LPS zu einer
signifikanten Induktion der gp91°™*-mRNA-Expression in Wildtyp, iNOS™ und MPO™”" Hoxb8-
Makrophagen (p < 0,01, p < 0,05, p < 0,05, Abbildung 22).
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Abbildung 22. Relative gp91™">*-mRNA-Expression, normalisiert auf den mRNA-Gehalt an
muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion in uninfizierten, A.
phagocytophilum-infizierten und in mit LPS (10 ng/ml) stimulierten murinen Wildtyp (A),
iNOS™ (B) und MPO™ (C) Hoxb8-Makrophagen. Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp
Hoxb8-Granulozyten gewonnen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus
funf unabhangigen Experimenten. Die Normalisierung erfolgte auf den O0-h-Wert der
uninfizierten murinen Wildtyp Hoxb8-Makrophagen. * = p < 0,05; ** = p < 0,01.
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In Wildtyp, gp91°"" und iNOS™ Hoxb8-Makrophagen war ahnlich wie in Wildtyp Hoxb8-
Granulozyten kaum eine MPO-mRNA-Expression nachweisbar (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass A. phagocytophilum nicht in der Lage ist, in Hoxb8-
Makrophagen zu replizieren, und dass keine wesentliche Induktion von Zytokinen bzw. Che-
mokinen sowie wichtiger antimikrobieller Effektormechanismen durch die Infektion erfolgt.

4.7 Die Bedeutung von IFN-y bei der Kontrolle von A. phagocytophilum

IFN-y fihrt unter anderem zu einer verstarkten antimikrobiellen Aktivitdt neutrophiler
Granulozyten gegenuber einer Vielzahl von Bakterien [199]. Aullerdem setzen neutrophile
Granulozyten durch IFN-y induzierbare Chemokine frei, welche wiederum Immunabwehr-

mechanismen gegenuber intrazellularen Erregern induzieren [200].

Zu untersuchen war deshalb, ob die Stimulation von Hoxb8-Granulozyten durch IFN-y einen
direkten Einfluss auf das Wachstum von A. phagocytophilum in Hoxb8-Granulozyten hat. Im
Vergleich zu unstimulierten Hoxb8-Granulozyten fihrte die Stimulation mit IFN-y zu einem
signifikant (p < 0,01) reduzierten Wachstum von A. phagocytophilum 48 h bis 96 h nach der
Infektion (Abbildung 23).

Es wurden ebenfalls die gp91°"*, iNOS- und MPO-mRNA-Expressionen analysiert, um zu
untersuchen, ob diese durch IFN-y induziert werden. Es wurde jedoch keine Regulation oder
Induktion der gp91°"**- oder MPO-mRNA-Expression durch die IFN-y-Stimulation festgestellt
(Daten nicht gezeigt).

Im Gegensatz dazu zeigte sich, dass die IFN-y-Stimulation uninfizierter Hoxb8-Granulozyten
zu einem signifikanten (p < 0,05) Anstieg der INOS-mRNA-Expression fuhrte (Abbildung 24).

Darlber hinaus wurde der Nitritgehalt in den Zellkultur-Uberstanden mittels Griess-Assay

gemessen. Lediglich in infizierten und gleichzeitig mit IFN-y stimulierten Uberstanden war ein
signifikanter (p < 0,01) Nitritanstieg nach 48 h bis 96 h nachweisbar (Abbildung 25).
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Abbildung 23. Relative Zunahme von A. phagocytophilum-spezifischer 16S rRNA,
normalisiert auf den mMRNA-Gehalt an muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Infektion von unstimulierten und mit IFN-y (40 ng/ml) stimulierten murinen WT (Wildtyp)
Hoxb8-Granulozyten. Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten
gewonnen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus finf unabh&ngigen
Experimenten. Die Normalisierung erfolgte auf den jeweiligen 0-h-Wert. ** = p < 0,01.
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Abbildung 24. Relative iINOS-mRNA-Expression, normalisiert auf den mRNA-Gehalt an
muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion in uninfizierten, IFN-y-
stimulierten (40 ng/ml), A. phagocytophilum-infizierten, A. phagocytophilum-infizierten und
zudem mit IFN-y stimulierten sowie in mit LPS (200 ng/ml) stimulierten murinen WT (Wildtyp)
Hoxb8-Granulozyten. Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten
gewonnen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus finf unabhangigen
Experimenten. Die Normalisierung erfolgte auf den 0-h-Wert der uninfizierten murinen
Wildtyp Hoxb8-Granulozyten. * = p < 0,05; ** = p < 0,01.
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Abbildung 25. Nitritgehalt der Zellkultur-Uberstande in uninfizierten, IFN-y-stimulierten (40
ng/ml), A. phagocytophilum-infizierten, A. phagocytophilum-infizierten und mit IFN-y
stimulierten sowie in mit LPS (200 ng/ml) stimulierten murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten.
Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten gewonnen. Dargestellt sind
Mittelwert und Standardabweichung aus funf unabhangigen Experimenten. ** = p < 0,01.
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Aulerdem sind die Zytokin- und die Chemokin-Produktion in Folge der Stimulation mit IFN-y
analysiert worden.

Nach 24 h bis 96 h zeigte sich im Vergleich zu den unstimulierten Anséatzen ein signifikanter
(p < 0,05) Anstieg der RANTES-Produktion in den Uberstanden der infizierten, IFN-y-stimu-
lierten sowie der infizierten und IFN-y-stimulierten Hoxb8-Granulozyten (Abbildung 26 A).

Ahnlich wie fir RANTES wurde fir MIP-1a nach 24 h bis 72 h ein signifikanter (p < 0,05)
Anstieg der Produktion infolge der Infektion mit A. phagocytophilum beobachtet (Abbildung
26 B). Die alleinige Stimulation mit IFN-y dagegen flhrte zu keiner signifikanten Induktion der
MIP-1a-Produktion.

Im Gegensatz dazu fiuhrte die Infektion mit A. phagocytophilum zu keiner relevanten IL-6-
Produktion durch Hoxb8-Granulozyten (Abbildung 27 A). Bei gleichzeitiger Infektion und
Stimulation mit IFN-y war jedoch eine signifikant (p < 0,05) erhéhte Produktion von IL-6

nachweisbar.

Die Infektion mit A. phagocytophilum 16ste in Hoxb8-Granulozyten einen signifikanten (p <
0,05) Anstieg der TNF-Produktion nach 24 h bis 96 h Infektionsdauer aus, der bei gleich-
zeitiger Stimulation mit IFN-y deutlicher ausfiel (Abbildung 27 B).

Zusammenfassend lasst sich somit feststellen, dass die zusatzliche IFN-y-Stimulation infi-
Zierter Zellen jeweils zu einem deutlich starkeren Anstieg der RANTES-, IL-6- und TNF-
Produktion fihrt, die vom Erreger nicht unterdriickt werden kann. Auferdem besteht in vitro
ein direkter Effekt von IFN-y auf das Wachstum von A. phagocytophilum in Hoxb8-
Granulozyten.
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Abbildung 26. Zytokin- bzw. Chemokin-Produktion in uninfizierten (Medium), IFN-y-
stimulierten (40 ng/ml), inf. (A. phagocytophilum-infizierten), A. phagocytophilum-infizierten
und zudem mit IFN-y stimulierten murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten. Das Inokulum
wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten gewonnen. Als Positivkontrolle diente die
Stimulation mit 200 ng/ml LPS. Die angegebenen Zeitpunkte beziehen sich auf die Zeit nach
Infektion bzw. Stimulation. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus vier
unabhangigen Experimenten. * = p < 0,05. (A) RANTES. (B) MIP-1a.
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Abbildung 27. Zytokin- bzw. Chemokin-Produktion in uninfizierten (Medium), IFN-y-
stimulierten (40 ng/ml), inf. (A. phagocytophilum-infizierten), A. phagocytophilum-infizierten
und zudem mit IFN-y stimulierten murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten. Das Inokulum
wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten gewonnen. Als Positivkontrolle diente die
Stimulation mit 200 ng/ml LPS. Die angegebenen Zeitpunkte beziehen sich auf die Zeit nach
Infektion bzw. Stimulation. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus vier
unabhangigen Experimenten. * = p < 0,05. (A) IL-6. (B) TNF.
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4.8 Die Spezifitait des IFN-y-abhangigen Mechanismus bei der Wachstums-
hemmung von A. phagocytophilum

Um in dieser Studie zu untersuchen, ob der wachstumshemmende Effekt von IFN-y auf A.
phagocytophilum IFN-y-spezifisch ist, sind Hoxb8-Granulozyten mit Defekt fiir den Interferon-
y-Rezeptor (IFN-yR) verwendet worden. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass die IFN-
y-Wirkung durch das Fehlen des IFN-yR aufgehoben wurde, da sich keine signifikanten
Unterschiede des Wachstums von A. phagocytophilum in murinen Wildtyp oder IFN-yR™
Hoxb8-Granulozyten zeigten (Abbildung 28).
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Abbildung 28. Relative Zunahme von A. phagocytophilum-spezifischer 16S rRNA,
normalisiert auf den mMRNA-Gehalt an muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Infektion von unstimulierten und mit IFN-y (40 ng/ml) stimulierten murinen IFN-yR”" Hoxb8-
Granulozyten. Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten gewonnen.
Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus funf unabhangigen Experimenten.
Die Normalisierung erfolgte auf den jeweiligen 0-h-Wert.
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AulRerdem wurde wiederum die iINOS-mRNA-Expression ermittelt. Auch hier zeigte sich,
dass bei alleiniger Stimulation von IFN-yR” Hoxb8-Granulozyten mit IFN-y keine Induktion
von iINOS-mRNA erfolgte (Abbildung 29). Allerdings war die Grund-Expression von iNOS-
mRNA in unstimulierten IFN-yR” Hoxb8-Granulozyten hoéher als in Wildtyp Hoxb8-
Granulozyten.
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Abbildung 29 Relative iINOS-mRNA-Expression, normalisiert auf den mRNA-Gehalt an
muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion in uninf. (uninfizierten), IFN-
y-stimulierten (40 ng/ml), inf. (A. phagocytophilum-infizierten), A. phagocytophilum-infizierten
und zudem mit IFN-y stimulierten sowie in mit LPS (200 ng/ml) stimulierten murinen IFN-yR™
Hoxb8-Granulozyten. Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten
gewonnen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus finf unabh&ngigen
Experimenten. Die Normalisierung erfolgte auf den 0-h-Wert der uninfizierten murinen
Wildtyp Hoxb8-Granulozyten. * = p < 0,05.

Die Zytokinproduktion der IFN-yR” Hoxb8-Granulozyten (Abbildung 30 und 31) war
vergleichbar mit der Produktion durch Wildtyp Hoxb8-Granulozyten (Abbildungen 26 und 27).
Eine IFN-y-Stimulation fihrte jedoch in IFN-yR™ Zellen — wie zu erwarten war — zu keiner
Veranderung der Produktion von RANTES, IL-6 und TNF.

Somit ist nachgewiesen, dass eine IFN-y-Stimulation tber einen IFN-y-spezifischen Effekt zu
einem reduzierten Wachstum von A. phagocytophilum in Hoxb8-Granulozyten fihrt.
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Abbildung 30. Zytokin- bzw. Chemokin-Produktion in uninfizierten (Medium), IFN-y-
stimulierten (40 ng/ml), inf. (A. phagocytophilum-infizierten), A. phagocytophilum-infizierten
und zudem mit IFN-y stimulierten murinen IFN-yR”™ Hoxb8-Granulozyten. Das Inokulum
wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten gewonnen. Als Positivkontrolle diente die
Stimulation mit 200 ng/ml LPS. Die angegebenen Zeitpunkte beziehen sich auf die Zeit nach
Infektion bzw. Stimulation. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus vier
unabhangigen Experimenten. * = p < 0,05. (A) RANTES. (B) MIP-1a.
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Abbildung 31. Zytokin- bzw. Chemokin-Produktion in uninfizierten (Medium), IFN-y-

stimulierten (40 ng/ml), inf. (A. phagocytophilum-infizierten), A. phagocytophilum-infizierten

und zudem mit IFN-y stimulierten murinen IFN-yR”™ Hoxb8-Granulozyten. Das Inokulum

wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten gewonnen. Als Positivkontrolle diente die

Stimulation mit 200 ng/ml LPS. Die angegebenen Zeitpunkte beziehen sich auf die Zeit nach

Infektion bzw. Stimulation. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus vier
unabhangigen Experimenten. * = p < 0,05. (A) IL-6. (B) TNF.
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4.9 Die Bedeutung der iNOS bei der Wachstumshemmung von A. phago-
cytophilum in mit IFN-y stimulierten murinen Hoxb8-Granulozyten

Die Stimulation infizierter Hoxb8-Granulozyten mit IFN-y fihrte — wie bereits beschrieben —
zu einer deutlichen Wachstumshemmung von A. phagocytophilum. Des Weiteren kam es
durch die IFN-y-Stimulation zu einer deutlichen Induktion der INOS-mRNA-Expression
Deshalb war zu untersuchen, ob der wachstumshemmende Effekt von IFN-y iNOS-abhangig
ist. Hierfur wurden infizierte INOS™ Hoxb8-Granulozyten mit IFN-y stimuliert. Wie bei den
IFN-y-stimulierten Wildtyp Hoxb8-Granulozyten (Abbildung 23) zeigte sich ein signifikant (p <
0,05) reduziertes Wachstum von A. phagocytophilum nach 48 h bis 96 (Abbildung 32).
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Abbildung 32. Relative Zunahme von A. phagocytophilum-spezifischer 16S rRNA,
normalisiert auf den mMRNA-Gehalt an muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Infektion von unstimulierten und mit IFN-y (40 ng/ml) stimulierten murinen iINOS™ Hoxb8-
Granulozyten. Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten gewonnen.
Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus fiunf unabhangigen Experimenten.
Die Normalisierung erfolgte auf den jeweiligen 0-h-Wert. * = p < 0,05.
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IFN-y-stimulierte, A. phagocytophilum-infizierte murine Wildtyp Hoxb8-Granulozyten zeigten
in dieser Studie tendenziell eine verstarkte Zytokin- bzw. Chemokin-Produktion im Vergleich
zu infizierten, nicht IFN-y-stimulierten Zellen. Dementsprechend wurden diese ebenso im

Uberstand der INOS™ Hoxb8-neutrophilen Granulozyten analysiert.

Im Vergleich zu Wildtyp Hoxb8-Granulozyten (Abbildung 26) produzierten iNOS™ Hoxb8-
Granulozyten (Abbildung 33 A) nach Infektion mit A. phagocytophilum gréRere Mengen an
RANTES. Auch in der Abwesenheit von iINOS war die Stimulierbarkeit durch IFN-y jedoch
erhalten.

Ahnlich wie fiir RANTES war die IL-6- und TNF-Induktion durch IFN-y auch in iNOS™ Hoxb8-
Granulozyten nachweisbar. Es wurden sogar groRere Mengen als in Wildtyp Hoxb8-
Granulozyten gebildet (Abbildung 34 A und B). Im Gegensatz dazu war die Produktion von
MIP-1a mit der in Wildtyp Hoxb8-Granulozyten vergleichbar (Abbildung 33 B).

Somit ist der IFN-y-induzierte Effekt hinsichtlich der Wachstumshemmung von A. phago-

cytophilum iINOS-unabhangig. Zugleich zeigte sich jedoch eine veranderte Zytokinproduktion
in Folge der iINOS-Defizienz.
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Abbildung 33. Zytokin- bzw. Chemokin-Produktion in uninfizierten (Medium), IFN-y-
stimulierten (40 ng/ml), inf. (A. phagocytophilum-infizierten), A. phagocytophilum-infizierten
und zudem mit IFN-y stimulierten murinen iNOS™ Hoxb8-Granulozyten. Das Inokulum wurde
aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten gewonnen. Als Positivkontrolle diente die
Stimulation mit 200 ng/ml LPS. Die angegebenen Zeitpunkte beziehen sich auf die Zeit nach

bzw. Stimulation. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus vier

unabhangigen Experimenten. * = p < 0,05. (A) RANTES. (B) MIP-1a.
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Abbildung 34. Zytokin- bzw. Chemokin-Produktion in uninfizierten (Medium), inf. (A.
phagocytophilum-infizierten), IFN-y-stimulierten (40 ng/ml), A. phagocytophilum-infizierten
und zudem mit IFN-y stimulierten murinen iNOS™ Hoxb8-Granulozyten. Das Inokulum wurde
aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten gewonnen. Als Positivkontrolle diente die
Stimulation mit 200 ng/ml LPS. Die angegebenen Zeitpunkte beziehen sich auf die Zeit nach
Infektion bzw. Stimulation. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus vier
unabhangigen Experimenten. * = p < 0,05. (A) IL-6. (B) TNF.

74



5 Diskussion

Anhand dieser Arbeit lasst sich nachweisen, dass A. phagocytophilum in der Lage ist, in
murinen Hoxb8-Granulozyten zu replizieren, was — wie bereits gezeigt — deren Ahnlichkeit
mit primaren Neutrophilen nahelegt [194]. Ob das Inokulum aus murinen Hoxb8-Granulo-
zyten oder aus humanen HL60-Zellen gewonnen wurde, hat in vitro keinen Einfluss auf den
Infektionsverlauf. Dieser Frage nachzugehen, ist insofern von Interesse gewesen, da ein
deutlicher Wirtstropismus innerhalb der Spezies A. phagocytophilum besteht [58]. Die von
Menschen, Pferden, Rindern und Schafen isolierten Stdmme haben in vivo in heterologen
Wirtsspezies eine unterschiedliche Pathogenitat gezeigt und waren zum Teil nicht in der
Lage, in diesen eine klinisch apparente Infektion hervorzurufen [6, 59-64]. Auflerdem wurde
nachgewiesen, dass A. phagocytophilum-Stamme vom Menschen und vom Nager zumindest
genotypisch nicht-homolog sind [50].

Ebenfalls weisen Zellkulturmodelle darauf hin, dass die Spezies-Herkunft der Zelllinie
Einfluss auf das Wachstumsverhalten von A. phagocytophilum hat. Demnach fiihrt die
Infektion humaner HL60-Zellen und ISE6 Zecken-Zellen beispielsweise zu einer deutlich
unterschiedlichen Transkription einer Vielzahl von Genen von A. phagocytophilum [201].
Darunter waren insbesondere auch Bestandteile des Typ-IV-Sekretionssystems von A.
phagocytophilum sowie Oberflachen-assoziierte Proteine wie das ,major surface protein-2”
(Msp2). Zugleich wurde von einer anderen Arbeitsgruppe nachgewiesen, dass die
Transkription des msp2/p44-Gens temperaturabhangig ist und durch das unterschiedliche
Milieu in Zecken-Zellen und humanen HL60-Zellen beeinflusst wird [202]. Dartber hinaus ist
beschrieben worden, dass die mMRNA-Expression des fur die ,dense-core” Form spezifischen
Proteins APH_1235 in der Speicheldrise infizierter Zecken im Vergleich zu HL60-Zellen in
vitro und in Mausen in vivo deutlich hochreguliert ist [103].

Hingegen zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die Anzucht eines humanen
A. phagocytophilum-Stammes in humanen HL60-Zellen oder in murinen Hoxb8-Granulo-
zyten keinen Einfluss auf den Infektionsverlauf in murinen Hoxb8-Granulozyten hat. Eine
Veranderung hinsichtlich der Transkription unterschiedlicher Gene von A. phagocytophilum
in HL60-Zellen und Hoxb8-Granulozyten ist zwar nicht auszuschlielen, hat jedoch nach den
vorliegenden Ergebnissen keinen Einfluss auf die Infektidsitat und Replikation in murinen
Hoxb8-Granulozyten. Vermutlich sind die Unterschiede zwischen Sauger-Zellen und Zecken-
Zellen deutlich ausgepragter. Mit dieser Annahme lieRen sich die hier beschriebenen
Unterschiede im Wachstumsverhalten erklaren.

Um auszuschlieRen, dass groflere Mengen an extrazellular verbleibenden Erregern den

Infektionsverlauf beeinflussen kénnten, sind die Zellen nach 4 h gewaschen worden, um
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bisher nicht-invasive Bakterien zu entfernen. Dabei zeigte sich nach 4 h eine starkere
Erregerabnahme in den gewaschenen Zellen als in ungewaschenen. Der Waschschritt hatte
jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die Wachstumskinetik nach 72 h bis 96 h. Dies legt
nahe, dass der grofdte Teil der Bakterien bereits nach 4 h invasiv ist, und bestatigt somit
friher gemachte Beobachtungen [158].

Es wird vermutet, dass proinflammatorische Zytokine und Chemokine an der Pathogenese
der A. phagocytophilum-Infektion beteiligt sind [92]. Durch welche Zelltypen diese produziert
werden, ist noch nicht vollstandig geklart. Da in diesem Zusammenhang die Bedeutung
neutrophiler Granulozyten als Produzenten diskutiert wird [53], ist in der vorliegenden Studie
untersucht worden, ob die Infektion von murinen Hoxb8-Granulozyten mit A. phago-
cytophilum zur Produktion ausgewahlter Zytokine und Chemokine fiihren kdnne. Nach
Infektion von Hoxb8-Granulozyten mit A. phagocytophilum sind keine messbaren
Konzentrationen von Interferon-y (IFN-y), Interleukin(IL)-1B3, IL-12/IL-23, IL-17A, ,kera-
tinocyte-derived chemokine“ (KC) und ,monokine induced by IFN-y* (MIG) detektiert worden.
Waéhrend IL-6 kaum produziert worden ist, sind jedoch relevante Mengen an ,regulated on
activation, normal T cell expressed and secreted“ (RANTES), ,macrophage inflammatory
protein-1a“ (MIP-1a) und Tumornekrosefaktor (TNF) nachweisbar. Im Gegensatz dazu
ergaben friheren Studien, dass HL60-Zellen nach Infektion mit A. phagocytophilum zwar
RANTES und MIP-1a, nicht jedoch TNF sezernierten [174]. Humane Leukozyten wiederum
produzierten IL-6 und TNF [175]. Der diskrepante Befund beziiglich des TNF-Nachweises
zwischen HLB0-Zellen einerseits und der Hoxb8-Granulozyten und humanen Leukozyten
andererseits kdnnte darauf zurlickzufuhren sein, dass die HL60-Zelllinie nicht die Situation in
primaren Zellen widerspiegelt. Auch in vivo wurden erhéhte TNF-Spiegel im Plasma A.
phagocytophilum-infizierter Mause nachgewiesen [152, 181], ohne dass gezeigt worden
ware, welcher Zelltyp fir die Produktion verantwortlich war. Leukozyten, isoliert von mit A.
phagocytophilum-infizierten Pferden, zeigten ebenfalls eine verstarkte TNF-mRNA-
Expression [203].

MIP-1a ist in der Lage, die Proliferation von Knochenmarks-Vorlauferzellen negativ zu
beeinflussen, und verursacht somit vermutlich Veranderung der Hamatopoese [204].
Demnach kénnte von neutrophilen Granulozyten produziertes MIP-1a an der Entstehung der
atiologisch noch ungeklarten Zytopenie im Rahmen einer granulozytaren Anaplasmose
beteiligt sein. MIP-1a und RANTES induzieren unter anderem die Rekrutierung von
Naturlichen Killer-Zellen (NK-Zellen), Makrophagen und T-Zellen [205-208]. Die Aktivierung
weiterer Immunzellen tragt vermutlich zur immunologischen Kontrolle von A. phagocyto-
philum bei, zumal gezeigt worden ist, dass von NK-Zellen gebildetes IFN-y sowie T-Zellen in
vivo fur die Erregerkontrolle notwendig sind [152].
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In Leukozyten, die von mit A. phagocytophilum infizierten Pferden isoliert waren, liel sich
eine mMRNA-Expression von IL-6 nicht nachweisen [203]. In-vitro-Analysen humaner Leuko-
zyten hatten gezeigt, dass fur die IL-6 mRNA-Induktion eine deutlich héhere Konzentration
an A. phagocytophilum bendtigt wurde als beispielsweise fur die von TNF [175]. Die
experimentell infizierten Pferde entwickelten einen eher milden Krankheitsverlauf, der von
einer niedrigen Erregerlast im Blut begleitet war [203]. Moglicherweise war deshalb keine IL-
6 mRNA nachweisbar. In vitro wurde im Uberstand infizierter HL60-Zellen kein IL-6 nach-
gewiesen [174]. Die Untersuchungen dieser Arbeit ergaben, dass nach Infektion von murinen
Hoxb8-Granulozyten nur geringe Mengen an IL-6 produziert werden. Mdglich ist, dass die
Infektionsdosis fiir eine starkere IL-6 Induktion nicht ausreichend gewesen ist oder dass die
Produktion in vivo durch andere Leukozyten-Subtypen erfolgt.

Nachweislich sezernieren humane neutrophile Granulozyten als Folge einer A. phago-
cytophilum-Infektion IL-8 [131, 173]. Dieses Zytokin ist wesentlich fir die Rekrutierung
weiterer neutrophiler Granulozyten verantwortlich [139], die als potentielle Wirtszellen fir A.
phagocytophilum dienen konnen. Bei In-vivo-Versuchen mit Mausen ist zu berlcksichtigen,
dass bisher kein direktes murines Homolog fiir das humane IL-8 identifiziert worden ist.
Vermutlich agieren unter anderem KC und MIP-2 als funktionelle Homologe und binden an
entsprechende CXCR2-Rezeptoren [209]. CXCR2-defiziente Mause sind weniger emp-
fanglich gegenlber einer A. phagocytophilum-Infektion, und die Migration neutrophiler
Granulozyten ist deutlich reduziert [173]. Die charakteristischen histopathologischen Ver-
anderungen sind jedoch von der CXCR2-Defizienz unbeeinflusst [210].

Wie die vorliegende Studie zeigt, produzieren murine Hoxb8-Granulozyten nach Infektion mit
A. phagocytophilum kein KC. Demnach kénnten andere Chemokine wie beispielsweise MIP-
2 fur die Rekrutierung muriner neutrophiler Granulozyten im Rahmen der A. phago-
cytophilum-Infektion verantwortlich sein. Beispielsweise bildeten murine Milzzellen nach
Stimulation mit A. phagocytophilum KC und MIP-2 [180]; doch kénnten — zumal Gesamt-
Milzzellen verwendet worden sind — flir diese Produktion auch anderen Zelltypen ver-
antwortlich sein.

Das ebenfalls der CXC-Chemokin-Familie zugehérige MIG wird von neutrophilen
Granulozyten sezerniert [211]. In vitro zeigte sich jedoch, dass fur die Produktion von MIG
durch humane neutrophile Granulozyten eine Kostimulation mit IFN-y sowie Lipopoly-
saccharid (LPS) oder TNF-a notwendig ist [212]. Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen flr
dieses Chemokin eine ausbleibende Produktion sowohl nach Infektion als auch nach LPS-
Stimulation. Die genannte Kombination aus IFN-y sowie LPS oder TNF-a sind im Rahmen
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dieser Studie allerdings nicht getestet worden. Moéglicherweise war auch die hier eingesetzte

LPS-Konzentration (10 ng/ml) zu gering, um eine ausreichende Stimulation zu erreichen.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass murine Hoxb8-Granulozyten weder nach Infektion
mit A. phagocytophilum noch nach LPS-Stimulation IL-13 produzieren. IL-18 mRNA wurde
jedoch in humanen Neutrophilen [175, 213] und equinen Leukozyten [203] nach Stimulation
mit A. phagocytophilum nachgewiesen. Es wurde allerdings in einer anderen Studie be-
obachtet, dass die IL-13-Synthese in Monozyten durch zwei unabhangige Mechanismen auf
Ebene der Transkription und Translation reguliert und bei zu geringer Stimulation zwar die
MRNA exprimiert wurde, eine IL-1B-Proteinsynthese aber ausblieb [214]. Dies kénnte eben-
falls auf die IL-1pB Produktion durch neutrophile Granulozyten zutreffen.

Fir die Replikation von A. phagocytophilum sind neutrophile Granulozyten zwingend not-
wendig [152]. Diese besitzen eine Vielzahl von antimikrobiellen Effektormechanismen wie
beispielsweise Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat(NADPH)-Oxidase, induzier-
bare Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS) und Myeloperoxidase (MPO) [150, 164]. Insbe-
sondere reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und reaktive Stickstoffspezies (RNS) spielen eine
entscheidende Rolle bei der Elimination verschiedener intrazellularer Erreger [168, 215].
Frihere Studien haben bereits gezeigt, dass Mause mit Defekten fir diese Effektor-
mechanismen den Erreger ahnlich effizient wie Wildtypmause eliminieren [107, 152]. Eine
andere Arbeitsgruppe hatte zuvor allerdings unter Verwendung einer nicht-quantitativen PCR
ahnliche In-vivo-Untersuchungen durchgeflhrt und eine verzégerte Erregerelimination in
iINOS™-Mausen festgestellt [216]. Anhand der fiir die vorliegende Studie durchgefiihrten In-
vitro-Experimente lasst sich nachweisen, dass der Infektionsverlauf in murinen gp91ph°"'/',
iNOS™ und MPO™ Hoxb8-Granulozyten mit dem in murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten
vergleichbar ist. Demnach sind die genannten Effektormechanismen der angeborenen
Immunitat fir eine direkte Kontrolle von A. phagocytophilum nicht notwendig, werden aber
mdglicherweise durch den Erreger auf noch ungeklarte Weise umgangen bzw. manipuliert.

Eine Reihe von Mikroorganismen ist in der Lage, die Produktion von ROS durch neutrophile
Granulozyten und Makrophagen aktiv zu unterdricken [217-220]. lhre Generierung wird
hauptsachlich durch den aktivierbaren NADPH-Oxidase-Enzymkomplex erméglicht [153]. Es
wurde berichtet, dass A. phagocytophilum die Bildung von ROS in HL60-Zellen sowie in
humanen und murinen neutrophilen Granulozyten unterdriickt [155-158]. Uberdies wurde
gezeigt, dass der an die Wirtszelle gebundene, noch nicht invasive Erreger in der Lage ist,
die ROS-Produktion humaner neutrophiler Granulozyten infolge der Stimulation mit Esche-
richia coli, Phorbol-Myristat-Acetat oder Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin zu minimieren
[156]. Andere Arbeitsgruppen hingegen beschrieben die Aktivierung der NADPH-Oxidase in
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der frihen Phase der Infektion [221]. Des Weiteren wurde eine Aktvierung der Zusam-
menlagerung der Cytochrom-b558-Untereinheiten an der Plasmamembran humaner neutro-
philer Granulozyten infolge einer A. phagocytophilum-Infektion gezeigt [158]. Es wurde
deshalb vermutet, dass der Erreger in der Lage sei, ROS zu entgiften [159, 160]. Nach
erfolgreicher Invasion kann sich A. phagocytophilum vermutlich ungestoért in seiner Vakuole
vermehren, da deren phagosomale Membran von der Abwesenheit der Untereinheiten der
NADPH-Oxidase wie gp91°"™*, p22°"* p47P"* p67°"* und Rac2 gekennzeichnet ist [158,
159, 222].

Hinsichtlich der Regulation der Transkription von einzelnen Komponenten der NADPH-
Oxidase wurden ebenfalls gegensatzliche Ergebnisse erzielt. Beschrieben wurde die Her-
unterregulation der mRNA-Expression von gp91”"*und rac2 in HL60-Zellen sowie in neutro-
philen Granulozyten, wobei teilweise nicht-quantitative Methoden angewandt wurden [155,
160, 161]. Verschiedene, der reduzierten Genexpression zugrunde liegende Mechanismen
wurden diskutiert. Eine Arbeitsgruppe vermutete, dass ankA an den gp91”"* Promotor
binden und dadurch eine Veranderung der Gen-Expression hervorrufen kénne [160].
Thomas et. al wiederum beschrieben die erhéhte Bindung des Repressors ,CCAAT
displacement protein“ (CDP) am Promoter des gp91”"*-Gens in HL60-Zellen [162]. Eine
Microarray-Analyse humaner neutrophiler Granulozyten hat hingegen keine wesentlichen
Veranderungen der Expression der Gene ergeben, die fir die Komponenten der NADPH-
Oxidase kodieren. Insbesondere die Expression von gp91°™blieb (iber einen Zeitraum von
24 h unverandert [134]. Frihere Untersuchungen am Institut fir Medizinische Mikrobiologie
und Hygiene in Freiburg im Breisgau ergaben keine transkriptionelle Regulation der gp91ph°x-
MRNA-Expression in ex vivo gewonnener Milz und Lunge infizierter Mause [152]. Anhand
der Ergebnisse dieser Arbeit kann ebenfalls keine Induktion oder Herunterregulation der

Expression von gp91°™*

in infizierten murinen Hoxb8-Granulozyten festgestellt werden.
Erstaunlicherweise hatte die Stimulation mit 10 ng/ml LPS ebenfalls keinen wesentlichen
Einfluss auf die gp91p"°"-Expression. Northern Blot-Analysen beschrieben namlich eine
Induktion der gp91”"* mRNA in humanen neutrophilen Granulozyten durch LPS [223]. Die
dabei eingesetzte Konzentration an LPS von 1 pg/ml war jedoch deutlich héher als in den
Versuchen dieser Studie. Zusammenfassend lassen die Ergebnisse der vorliegenden Studie
vermuten, dass die NADPH-Oxidase muriner neutrophiler Granulozyten keinen wesentlichen
Einfluss auf das Wachstum von A. phagocytophilum hat. Die Bildung von ROS hat sich im
Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch nicht untersuchen lassen. In weiteren Studien sollte
daher analysiert werden, ob die Infektion von Hoxb8-Granulozyten mit A. phagocytophilum

zur Bildung extra- und intrazellularer ROS fiihrt.
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Die INOS ist ebenfalls an der Kontrolle intrazellularer Erreger beteiligt [224]. Diese
Mikroorganismen entwickelten unterschiedliche Strategien, um die INOS-Expression oder
Enzymaktivitat zu inhibieren sowie RNS zu entgiften [224]. Eine Aktivierung der iNOS durch
unterschiedliche Stimuli fihrt in Anwesenheit von L-Arginin zu einer verstarkten Produktion
von Stickstoffmonoxid (NO) [224]. Da sowohl ein direkter als auch ein indirekter Nachweis
von NO sehr aufwendig ist, etablierte sich der Nachweis des stabilen Metaboliten Nitrit als
MalR fur die iINOS-Aktivitat [225]. Die in dieser Studie vorgelegten Ergebnisse zeigen eine
deutliche Hochregulation der iINOS-mRNA-Expression in Folge einer Infektion mit A.
phagocytophilum in murinen Hoxb8-Granulozyten, jedoch keinen signifikanten Nachweis von
Nitrit in den jeweiligen Zellkultur-Uberstanden. Eine Ursache hierfir liegt eventuell an der
geringen Sensitivitdt des hier eingesetzten Griess-Assays [226]. Eine Entgiftung von RNS
durch A. phagocytophilum sowie eine ausbleibende finale Aktivierung der iNOS kénnen
jedoch nicht ausgeschlossen werden.

Weitere Untersuchungen dieser Arbeit belegen, dass eine gp91°"* und MPO-Defizienz zu
einer vermutlich kompensatorischen Hochregulation der INOS-mRNA-Expression fuhrt.
Einen dhnlichen Effekt zeigten interessanterweise friihere Studien, in welchen MPO™"-Méause
infolge einer Infektion mit E. coli eine kompensatorische Hochregulation der iINOS-
Expression und NO-Produktion aufwiesen [227]. Zusatzlich war in murinen gp91?"* " Hoxb8-
Granulozyten im Gegensatz zu murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten eine geringgradige
Nitritproduktion nachweisbar. Um abzuklaren, inwieweit A. phagocytophilum Strategien
entwickelt hat, um den RNS zu entkommen, sind weitere Analysen hinsichtlich der Aktivitat
der iINOS sowie der Synthese von NO erforderlich.

Wie die NADPH-Oxidase und iNOS ist die MPO ein wichtiger Effektormechanismus neutro-
philer Granulozyten [167]. Die Effektivitdt der antimikrobiellen Wirkung dieses Enzymes in
vivo wird jedoch sehr unterschiedlich beschrieben [169]. Es gibt einige Fallberichte Uber
schwerwiegende Pilzinfektionen und rezidivierende Infektionen im Zusammenhang mit einer
MPO-Defizienz. Dennoch scheinen die meisten Menschen mit MPO-Mangel nicht wesentlich
anfalliger gegenuber Infektionserkrankungen zu sein [228-230]. In-vitro-Studien mit humanen
MPO™ Neutrophilen beschrieben eine deutliche Beeintrichtigung der Erregerelimination von
S. aureus und anderen Mikroorganismen [231-233]. MPO"-Mause zeigten hingegen eine
ungestorte Erregerelimination von S. aureus, waren jedoch empfanglicher gegeniber einer
Infektion mit Candida albicans [234]. Anhand der Untersuchungen dieser Arbeit Iasst sich
nachweisen, dass in vitro das Wachstum von A. phagocytophilum in Hoxb8-Granulozyten
von der Abwesenheit der MPO unabhangig ist. Dies wird durch In-vivo-Beobachtungen im
Mausmodell unterstiitzt [152]. Der Mangel an iNOS bzw. gp91°"* filhrte — ahnlich wie fir
iINOS gezeigt — zu einer kompensatorischen Hochregulation der MPO-mRNA-Expression in
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Hoxb8-Granulozyten. Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die in der vorliegenden
Studie untersuchten antimikrobiellen Effektormolekile muriner Hoxb8-Granulozyten zwar
nicht an der direkten Kontrolle einer Infektion mit A. phagocytophilum beteiligt sind; doch ist
der Nachweis gelungen, dass ein Fehlen dieser antimikrobiell wirksamen Effektormecha-

nismen zu einer kompensatorischen Hochregulation anderer Effektoren fuhrt.

A. phagocytophilum ist in der Lage, primare Knochenmarksvorlauferzellen der granu-
lozytdren und monozytaren Zellreihe zu infizieren [235]. Jedoch ist gezeigt worden, dass
eine zunehmende monozytare Differenzierung zu einer verstarkten Resistenz gegenuber
dem Erreger fuhrt [121]. Vermutet wurde, dass dies an der reduzierten Expression von Sialyl
Lewis x, einem wichtigen Rezeptor flir A. phagocytophilum, liegen kénnte. Neben der
reduzierten Bindung an monozytar differenzierten Zellen kommen jedoch auch eine Wachs-
tumshemmung oder eine aktive Abtotung des intrazellularen Erregers in Frage [121]. Die
Ergebnisse dieser Studie zeigen hingegen, dass murine Hoxb8-Makrophagen die Replikation
von A. phagocytophilum nicht unterstiitzen. Eine Zytokin- und Chemokin-Produktion infolge
der Stimulation mit A. phagocytophilum blieb im Gegensatz zu Hoxb8-Granulozyten
ebenfalls aus. Doch die deutliche Induktion der Zytokin- und Chemokin-Produktion durch
Stimulation mit LPS zeigt, dass murine Hoxb8-Makrophagen prinzipiell in der Lage sind,
diese zu produzieren. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass monozytare Zellen A.
phagocytophilum nicht erkennen und daher nicht durch den Erreger stimuliert werden.
Derzeit werden weitere Analysen durchgefihrt, um zu untersuchen, ob das Fehlen
entsprechender Oberflachenrezeptoren der Makrophagen eine Bindung von A. phago-
cytophilum an diese Zellen verhindert.

Zu den antimikrobiellen Effektormechanismen von Makrophagen zahlen — wie bei neutro-
philen Granulozyten — insbesondere ROS und RNS [236, 237]. Eine Reihe intrazellularer
Erreger nutzt Makrophagen als Wirtszellen und hat Strategien entwickelt, um deren
Abwehrmechanismen zu entkommen [238]. Mykobakterien beispielsweise entgehen durch
Makrophagen gebildeten ROS [239] und scheinen erstaunlicherweise RNS fir ihr intra-
zelluldres Uberleben zu nutzen [240]. Leishmania spp. sind zwar in der Lage, die ROS-
Produktion ihrer Wirtszellen, der Makrophagen, zu hemmen, jedoch scheinen RNS einen
wesentlichen Beitrag bei der Erregerelimination zu leisten [220, 241]. Andererseits inhibieren
Makrophagen die intrazellulare Replikation von Salmonella Typhimurium durch die Ak-
tivierung sowohl der NADPH-Oxidase als auch der iNOS [242]. Dies lie® vermuten, dass
Makrophagen diese Effektormechanismen nutzen kénnten, um das Wachstum von A.
phagocytophilum zu behindern. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch, dass trotz
Fehlens von gp91™" iNOS und MPO eine Replikation des Erregers in Makrophagen nicht
mdglich ist. Ebenso sind die Induktion von iNOS und die Produktion von Nitrit in mit A.
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phagocytophilum infizierten Hoxb8-Makrophagen ausgeblieben. Zusammenfassend lasst
sich somit feststellen, dass Makrophagen als Wirtszellen von A. phagocytophilum eher nicht
in Frage kommen. Da eine Replikation auch in Abwesenheit wichtiger Effektormechanismen
nicht moglich gewesen ist und Hoxb8-Makrophagen durch A. phagocytophilum nicht aktiviert
worden sind, wird der Erreger wahrscheinlich aufgrund fehlender Rezeptoren von
Makrophagen nicht erkannt.

IFN-y ist ein wichtiger Modulator der Funktion neutrophiler Granulozyten [199]. Eine Infektion
mit A. phagocytophilum fihrt bei Menschen zu erhéhten Serumspiegeln dieses Zytokins
[243]. Ahnliches wurde auch bereits im Mausmodell beobachtet [152, 180, 181]. IFN-y-
defiziente Mause zeigten eine erhdhte bakterielle Beladung in der Frihphase der Infektion
[180, 182, 184], wahrend die finale Erregerelimination unbeeintrachtigt war [152]. Bei der
Infektion mit A. phagocytophilum sind vermutlich NK-Zellen die Hauptproduzenten von IFN-y,
da eine In-vivo-Depletion von NK-Zellen zu einer erhdhten bakteriellen Beladung gefiihrt hat,
die mit der in IFN-y”"-Mé&usen vergleichbar gewesen ist [152]. Kiirzlich ist gezeigt worden,
dass neutrophile Granulozyten im Rahmen einer Infektion mit Toxoplasma gondii IFN-y
produzieren kénnen [244]. Die Infektion von Hoxb8-Granulozyten mit A. phagocytophilum
fuhrte jedoch zu keiner messbaren Sezernation von IFN-y.

Fur die immunologische Kontrolle einiger intrazellularer Erreger wie Mykobakterien und
Leishmania spp. ist IFN-y fur die Aktivierung von antimikrobiellen Effektormechanismen der
Makrophagen wichtig [245, 246]. Um das intrazellulare Uberleben zu verbessern, ent-
wickelten die Erreger unterschiedliche Mechanismen zur Manipulation der IFN-y-Signal-
kaskade [247-250]. Die Infektion humaner neutrophiler Granulozyten mit A. phagocytophilum
fuhrte zur reduzierten Expression der Interferon-y Rezeptor(IFN-yR)-alpha-Kette an der Zell-
oberflache, zur herabgesetzten IFN-y-abhangigen STAT1(signal transducer and activator of
transcription 1)-Phosphorylierung sowie zur verstarkten mRNA-Expression von SOCS1 und
SOCS3 [251]. Bei SOCS1 und SOCS3 handelt es sich um Proteine, die an einem negativen
Feedback-Mechanismus beteiligt sind, um IFN-y-abhangige Entzindungsreaktionen zu li-
mitieren [252]. Zusatzlich flhrte die Infektion der humanen neutrophilen Granulozyten zu
einer reduzierten Produktion der IFN-y-induzierbaren Chemokinen IP-10 (interferon gamma-
induced protein 10) und MIG [251]. Die zugrundeliegenden Mechanismen, durch welche A.
phagocytophilum die IFN-y-Signalkaskade manipuliert, sind jedoch noch unbekannt. Anhand
der Ergebnisse dieser Arbeit lasst sich jedoch zeigen, dass eine direkte IFN-y-Stimulation
von murinen Hoxb8-Granulozyten zu einer deutlichen Wachstumsreduktion von A. phago-
cytophilum fuhrt. Demnach scheint IFN-y die Hoxb8-Granulozyten zu aktivieren und ver-
hindert somit eine ungestorte Vermehrung des Erregers. Zwar wurde kirzlich eine IFN-y-
abhangige verstarkte mRNA-Expression von gp91°"* und p47°" in murinen neutrophilen
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Granulozyten beschrieben, nachdem diese mit 150 U/ml IFN-y inkubiert worden waren [253].
Doch mit der vorliegenden Studie Iasst sich weder in uninfizierten noch in infizierten IFN-y-
stimulierten Hoxb8-Granulozyten eine Induktion der gp91°"*-mRNA-Expression nachweisen.
Diese kontraren Ergebnisse beziiglich der gp91”">*-mRNA-Expression kénnten eventuell an
dem geringeren Reinheitsgrad der ex vivo gewonnenen murinen Granulozyten liegen. Diese
Studie bekraftigt jedoch frihere Ergebnisse einer Arbeitsgruppe, welche ebenfalls keinen
Effekt von IFN-y auf den ,respiratory burst” in bovinen Granulozyten nachgewiesen hat [254].

Eine Stimulation mit IL-1, TNF und IFN-y flhrte in humanen neutrophilen Granulozyten zu
einer iINOS-Induktion [255]. Ahnliches wurde fiir aus Ratten gewonnenen Granulozyten
beobachtet [256, 257]. Im Rahmen dieser Studie ist nun Uberdies in murinen Hoxb8-
Granulozyten eine deutliche Induktion der iINOS-mRNA-Expression durch eine IFN-y-Sti-
mulation beobachtet worden, welche infolge gleichzeitiger Infektion mit A. phagocytophilum
nicht unterdriickbar gewesen ist. Diese Beobachtungen lieRen zunachst vermuten, dass
eventuell INOS an der Replikationshemmung von A. phagocytophilum beteiligt sei. Es hat
sich jedoch gezeigt, dass eine IFN-y-Stimulation von iNOS™ Hoxb8-Granulozyten ebenfalls
zu einer deutlichen Wachstumsreduktion von A. phagocytophilum fihrt. Die IFN-y-abhangige
Wachstumshemmung ist in den IFN-yR-defizienten Zellen jedoch ausgeblieben. Demnach
scheint der wachstumshemmende Effekt IFN-y-spezifisch, jedoch iINOS-unabhéangig zu sein.

Die Untersuchungen dieser Studie haben erstmals gezeigt, dass eine IFN-y-Stimulation
infizierter Granulozyten zu einer signifikanten Wachstumshemmung von A. phagocytophilum
fuhrt. In murinen neutrophilen Granulozyten scheint demnach die beschriebene, vom Erreger
ausgeldste Hemmung der IFN-y-Signalkaskade [251] diesem jedoch nicht auszureichen, um
dem direkten IFN-y-Effekt zu entkommen. Zudem zeigt diese Arbeit, dass dieser Effekt
iNOS-unabhangig ist. Der zugrundeliegende exakte Mechanismus dieser IFN-y-spezifischen
Wachstumshemmung sollte in weiteren Studien analysiert werden.
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6 Zusammenfassung

Immunologische Kontrolle von Anaplasma phagocytophilum durch murine
neutrophile Granulozyten

Anaplasma phagocytophilum ist ein durch Zecken Ubertragenes obligat intrazellulares Gram-
negatives Bakterium, das sich in neutrophilen Granulozyten seines Wirtes vermehrt. Die
granulozytdre Anaplasmose auflert sich bei Tieren und Menschen meist als unspezifische
fieberhafte Allgemeinerkrankung. Die Fahigkeit von A. phagocytophilum, neutrophile
Granulozyten als Wirtszelle zu nutzen, ist einzigartig, da gerade diese Zellen des Immun-
systems mit einer Vielzahl antimikrobieller Abwehrmechanismen ausgestattet sind. Daher ist
es von grundsatzlichem Interesse, die Kontrolle von A. phagocytophilum durch neutrophile
Granulozyten naher zu analysieren. Fir die Untersuchungen dieser Arbeit sind murine
Hoxb8-Granulozyten als Zellkulturmodell genutzt worden, die durch retrovirale Transduktion
mit dem Hoxb8-Onkogen generiert worden sind und die funktionelle Ahnlichkeiten zu
primaren Zellen aufweisen. Diese Methodik ermdglicht einen deutlich héheren Reinheitsgrad
und eine unbegrenzte Ausbeute im Vergleich zu ex vivo gewonnenen murinen neutrophilen

Granulozyten.

Zytokine und Chemokine sind vermutlich an der Pathogenese einer A. phagocytophilum-
Infektion beteiligt. Inwieweit im Rahmen dieser Infektion neutrophile Granulozyten auch als
deren Produzenten agieren, war bislang unklar. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass murine
Hoxb8-Granulozyten nach Stimulation mit A. phagocytophilum, ,regulated on activation,
normal T cell expressed and secreted” (RANTES), ,macrophage inflammatory protein-1a“
(MIP-1a) und Tumornekrosefaktor (TNF) produzieren. In-vivo-Untersuchungen am Institut fir
Medi-zinische Mikrobiologie und Hygiene in Freiburg im Breisgau haben zuvor ergeben, dass
die Effektormechanismen neutrophiler Granulozyten wie Nicotinsaureamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat(NADPH)-Oxidase, induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS) und
Myelo-peroxidase (MPO) fir die Erregerelimination in vivo nicht notwendig sind. Anhand der
vorliegenden In-vitro-Studie wird nachgewiesen, dass ein Fehlen dieser Effektor-
mechanismen keinen Einfluss auf das Wachstum von A. phagocytophilum in Hoxb8-
Granulozyten hat. Dies lasst vermuten, dass der Erreger Strategien entwickelt hat, um

diesen Abwehrmechanismen zu entkommen.

Interferon-y (IFN-y) ist ein wichtiger Modulator der Funktion neutrophiler Granulozyten.
Anhand der Ergebnisse dieser Studie I&sst sich zeigen, dass eine direkte IFN-y-Stimulation
von murinen Hoxb8-Granulozyten zu einer deutlichen Wachstumshemmung von A.

phagocytophilum fihrt. Trotz deutlicher Induktion der iINOS-mRNA-Expression durch die
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Infektion sowie die IFN-y-Stimulation ist dieser Effekt iINOS-unabhangig. IFN-y-defiziente
Mause hatten in vorausgegangenen Untersuchungen eine erhdhte bakterielle Beladung in
der Frihphase der Infektion gezeigt, wahrend die finale Erregerelimination unbeeintrachtigt
blieb. Die Untersuchungen dieser Arbeit haben nun ergeben, dass eine direkte IFN-y-
Wirkung auf neutrophile Granulozyten wesentlich an dem in vivo beobachteten protektiven
Effekt beteiligt ist.

86



7 Summary

Immunological control of Anaplasma phagocytophilum by murine neutrophil
granulocytes

A. phagocytophilum is a tick-transmitted obligate intracellular Gram-negative bacterium,
which replicates within its host’s neutrophil granulocytes. The human and animal granulocytic
anaplasmosis often manifests as a nonspecific febrile illness. The ability of A.
phagocytophilum to use particularly neutrophil granulocytes as suitable hosts is made unique
by the multitude of their antimicrobial defense mechanisms. It is therefore of considerable
interest to more closely investigate the immunological control of A. phagocytophilum by
neutrophil granulocytes. The chosen cell culture model for the analysis was murine Hoxb8-
granulocytes, generated by retroviral transduction with the Hoxb8-oncogene. These
generated cells exhibit functional similarity to primary cells. This technique enables a notably
higher level of purity and allowed unlimited production in comparison with ex vivo produced

murine neutrophil granulocytes.

Cytokines and chemokines are presumably involved in the pathogenesis of a A.
phagocytophilum infection. The extent up to which the neutrophil granulocytes act as their
producer during a A. phagocytophilum infection was until now unknown. This study shows
that murine Hoxb8-granulocytes produce regulated on activation, normal T cell expressed
and secreted (RANTES), macrophage inflammatory protein-1a (MIP-1a) and tumor necrosis
factor (TNF), after stimulation with A. phagocytophilum. In vivo studies at the Institute of
Microbiology and Hygiene had already showed that the effector mechanisms of neutrophil
granulocytes, such as nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase,
inducible nitric oxide synthase (iNOS) and myeloperoxidase (MPO), were not required for
pathogen elimination in vivo. This in vitro study demonstrates that the absence of these
effector mechanisms has no influence on the growth of A. phagocytophilum in Hoxb8-
granulocytes. This suggests that the pathogen has developed strategies to evade these

defense mechanisms.

Interferon-y (IFN-y) is an important modulator of the neutrophil granulocyte function. The
results of this study demonstrate that a direct IFN-y-stimulation of murine Hoxb8§-
granulocytes leads to a direct growth inhibition of A. phagocytophilum. Despite a noticeable
induction of the INOS mRNA-expression, due to the infection and IFN-y-stimulation, was this
effect however iINOS-independent. In previous studies IFN-y-deficient mice exhibited an
increased bacterial load during the early phase of the infection, whereas the final pathogen
elimination remained unimpaired. The conclusion of this study is that a direct IFN-y-effect on
neutrophil granulocytes is essentially involved in the in vivo observed protective effect.
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