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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 hauptsächlich durch den NADPH-Oxidase-Enzymkomlex 

ermöglicht [150]. Da gp91phox eine wichtige Teilkomponente dieses Komplexes darstellt, 

wurde in weiteren Untersuchungen dieser Studie die gp91phox-mRNA-Expression in A. 

phagocytophilum-infizierten Hoxb8-Granulozyten analysiert. 

 

Wildtyp Hoxb8-Granulozyten zeigten keine Regulation oder Induktion von gp91phox durch die 

Infektion oder durch die LPS-Stimulation (Abbildung 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 7. Relative gp91phox-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 unabhängigen 

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 gp91phox-Expression erfolgt, wurde dem Infektionsverlauf in den 

entsprechenden Gen-defizienten Hoxb8-Granulozyten nachgegangen. Auch hier ließ sich 

jedoch keine signifikante Induktion oder Regulation von gp91phox erkennen (Abbildung 8). 
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Abbildung 8. Relative gp91phox-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-

abhängigen 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 führte 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). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 9. Relative iNOS-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 unabhängigen 

Experimenten. Die Normalisierung erfolgte auf den 0-h-Wert der uninfizierten murinen 

Wildtyp Hoxb8-Granulozyten. ** = p < 0,01. 

 

 

Um zu untersuchen, ob in gp91phox-/- 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 

erhöhte iNOS-Expression in den uninfizierten gp91phox-/- Hoxb8-Granulozyten (Abbildung 10 

A). Ein ähnliches Phänomen wurde in den unifizierten MPO-/- Hoxb8-Granulozyten be-

obachtet (Abbildung 10 B).  
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Abbildung 10. Relative iNOS-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 gp91phox-/- (A) 

und MPO-/- (B) Hoxb8-Granulozyten. Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-

Granulozyten gewonnen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus sieben 

unabhängigen Experimenten. Die Normalisierung erfolgte auf den 0-h-Wert der uninf. 

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

45



Ergebnisse 

 

 

49 

Aufgrund der deutlichen Induktion der iNOS-mRNA-Expression wurde mittels Griess-Assay 

der Gehalt an Nitrit in den Zellkultur-Überständen als Maß für die Aktivität der iNOS ana-

lysiert. 

 

Mit Ausnahme der gp91phox-/- Hoxb8-Granulozyten war eine signifikante Produktion von Nitrit 

in den Zellkultur-Überständen nicht nachweisbar. In gp91phox-/- 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abbildung 11. Nitritgehalt von Zellkultur-Überständen uninfizierter (Medium), A. pha-

gocytophilum-infizierter und mit LPS (10 ng/ml) stimulierter muriner WT (Wildtyp), MPO-/-, 

iNOS-/- und gp91phox-/- Hoxb8-Granulozyten zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion. 

Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten gewonnen. Dargestellt sind 

Mittelwert und Standardabweichung aus sieben unabhängigen 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 HOCl (hypo-

chlorige Säure) katalysiert [197]. Die Effektivität 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 Bekämpfung 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 gp91phox-/- und iNOS-/- Hoxb8-Granulozyten auf die Expression in Wildtyp 

Hoxb8-Granulozyten normalisiert (Abbildung 13 A und B), zeigte sich eine etwa 100-fach 

erhöhte Grund-Expression von MPO, die jedoch von der Infektion unabhängig war. Demnach 

führen die gp91phox- und die iNOS-Defizienz zu einer kompensatorischen Hochregulation der 

MPO-mRNA-Expression. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
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 unabhängigen 

Experimenten. Die Normalisierung erfolgte auf den 0-h-Wert der uninfizierten. murinen 

Wildtyp Hoxb8-Granulozyten. 
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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 gp91phox-/(A) 

und iNOS-/- (B) Hoxb8-Granulozyten. Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-

Granulozyten gewonnen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus sieben 

unabhängigen 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] unterstützen die Replikation von A. phagocytophilum nicht. 

Es ist jedoch nicht vollständig klar, ob Makrophagen durch A. phagocytophilum aktiviert 

werden und ob die antimikrobiellen Effektormechanismen von Makrophagen an der Erreger-

kontrolle beteiligt sind. 

 

Daher ist für 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 abgetötet 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 Ansätzen mit den Hoxb8-Makro-

phagen, während in den Ansätzen 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 mRNA-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 fünf unabhängigen 

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-Überstand der Hoxb8-

Makrophagen ergab im Gegensatz zu den Hoxb8-Granulozyten keine signifikante Produktion 

von RANTES, MIP-1α (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 fünf unabhängigen Experimenten. 

** = p < 0,0. (A) RANTES. (B) MIP-1α.  
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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 fünf unabhängigen 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 für 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 17. Relative Zunahme von A. phagocytophilum-spezifischer 16S rRNA, 

normalisiert auf den mRNA-Gehalt an muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der 

Infektion von murinen WT (Wildtyp), gp91phox-/-, 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 fünf unabhängigen 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 gp91phox-, iNOS- und MPO-mRNA-Expressionen 

analysiert worden. 

 

Murine Hoxb8-Makrophagen zeigten im Vergleich zu unstimulierten murinen Wildtyp Hoxb8-

neutrophilen Granulozyten unabhängig von der Infektion oder Stimulation eine deutlich 

erhöhte iNOS-mRNA-Expression. Eine Induktion der iNOS-mRNA-Expression durch eine A. 

phagocytophilum-Infektion wurde nicht beobachtet. Lediglich die LPS-Stimulation führte 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). 
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Abbildung 18. Relative iNOS-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 fünf unabhängigen 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 iNOS-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 fünf unabhängigen 

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 für gp91phox-/- und MPO-/- einen Einfluss auf die iNOS-

mRNA-Expression in Hoxb8-Makrophagen hat, wurde die iNOS-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 Ansätzen (Medium) eine signifikante iNOS-mRNA-

Induktion durch die A. phagocytophilum-Infektion nach 24 h in Wildtyp und gp91phox-/- 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 iNOS-mRNA-Induktion 

durch die LPS-Stimulation war deutlicher ausgeprägt als beim vorher beschriebenen 

Experiment. 
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Abbildung 20. Relative iNOS-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), gp91phox-/- (B) 

und MPO-/- (C) Hoxb8-Makrophagen. Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-

Granulozyten gewonnen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus fünf 

unabhängigen 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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Zusätzlich wurde der Nitritgehalt im Überstand der jeweiligen Zellen analysiert. Dies ergab – 

wie zu erwarten war – eine signifikante Zunahme der Nitrit-Produktion in LPS stimulierten 

Wildtyp, gp91phox-/- und MPO-/- Hoxb8-Makrophagen (p < 0,01, p < 0,05, p < 0,05). In den mit 

A. phagocytophilum infizierten Ansätzen war keine signifikante Nitrit-Produktion nach-

weisbar. iNOS-/- Hoxb8-Makrophagen produzierten aufgrund ihres Gen-Defektes kein Nitrit 

nach LPS-Stimulation (Abbildung 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abbildung. 21 Nitritgehalt der Zellkultur-Überstände uninfizierter, A. phagocytophilum-

infizierter und mit LPS (10 ng/ml) stimulierter muriner WT (Wildtyp), gp91phox-/-, iNOS-/- und 

MPO-/- Mph (Hoxb8-Makrophagen) zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion. Zum 

Vergleich wurden A. phagocytophilum-infizierte murine Wildtyp Gr (Hoxb8-Granulozyten) 

mitgeführt. Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten gewonnen. 

Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus fünf unabhängigen Experimenten. 

* = p < 0,05; ** = p < 0,01. 

 

 

Im Gegensatz zu den Hoxb8-Granulozyten führte die Stimulation mit LPS zu einer 

signifikanten Induktion der gp91phox -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 gp91phox-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 

fünf unabhängigen 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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In Wildtyp, gp91phox-/- und iNOS-/- Hoxb8-Makrophagen war ähnlich 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-γ bei der Kontrolle von A. phagocytophilum 

IFN-γ führt unter anderem zu einer verstärkten antimikrobiellen Aktivität neutrophiler 

Granulozyten gegenüber einer Vielzahl von Bakterien [199]. Außerdem setzen neutrophile 

Granulozyten durch IFN-γ induzierbare Chemokine frei, welche wiederum Immunabwehr-

mechanismen gegenüber intrazellulären Erregern induzieren [200]. 

 

Zu untersuchen war deshalb, ob die Stimulation von Hoxb8-Granulozyten durch IFN-γ einen 

direkten Einfluss auf das Wachstum von A. phagocytophilum in Hoxb8-Granulozyten hat. Im 

Vergleich zu unstimulierten Hoxb8-Granulozyten führte die Stimulation mit IFN-γ 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 gp91phox-, iNOS- und MPO-mRNA-Expressionen analysiert, um zu 

untersuchen, ob diese durch IFN-γ induziert werden. Es wurde jedoch keine Regulation oder 

Induktion der gp91phox- oder MPO-mRNA-Expression durch die IFN-γ-Stimulation festgestellt 

(Daten nicht gezeigt). 

 

Im Gegensatz dazu zeigte sich, dass die IFN-γ-Stimulation uninfizierter Hoxb8-Granulozyten 

zu einem signifikanten (p < 0,05) Anstieg der iNOS-mRNA-Expression führte (Abbildung 24). 

 

Darüber hinaus wurde der Nitritgehalt in den Zellkultur-Überständen mittels Griess-Assay 

gemessen. Lediglich in infizierten und gleichzeitig mit IFN-γ stimulierten Überständen 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 mRNA-Gehalt an muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der 

Infektion von unstimulierten und mit IFN-γ (40 ng/ml) stimulierten murinen WT (Wildtyp) 

Hoxb8-Granulozyten. Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten 

gewonnen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus fünf unabhängigen 

Experimenten. Die Normalisierung erfolgte auf den jeweiligen 0-h-Wert. ** = p < 0,01. 
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Abbildung 24. Relative iNOS-mRNA-Expression, normalisiert auf den mRNA-Gehalt an 

muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion in uninfizierten, IFN-γ-

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

zudem mit IFN-γ 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 fünf unabhängigen 

Experimenten. Die Normalisierung erfolgte auf den 0-h-Wert der uninfizierten murinen 

Wildtyp Hoxb8-Granulozyten. * = p < 0,05; ** = p < 0,01. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Abbildung 25. Nitritgehalt der Zellkultur-Überstände in uninfizierten, IFN-γ-stimulierten (40 

ng/ml), A. phagocytophilum-infizierten, A. phagocytophilum-infizierten und mit IFN-γ 

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 fünf unabhängigen Experimenten. ** = p < 0,01.   
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Außerdem sind die Zytokin- und die Chemokin-Produktion in Folge der Stimulation mit IFN-γ 

analysiert worden.  

 

Nach 24 h bis 96 h zeigte sich im Vergleich zu den unstimulierten Ansätzen ein signifikanter 

(p < 0,05) Anstieg der RANTES-Produktion in den Überständen der infizierten, IFN-γ-stimu-

lierten sowie der infizierten und IFN-γ-stimulierten Hoxb8-Granulozyten (Abbildung 26 A). 

 

Ähnlich wie für RANTES wurde für MIP-1α 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-γ dagegen führte zu keiner signifikanten Induktion der 

MIP-1α-Produktion. 

 

Im Gegensatz dazu führte die Infektion mit A. phagocytophilum zu keiner relevanten IL-6-

Produktion durch Hoxb8-Granulozyten (Abbildung 27 A). Bei gleichzeitiger Infektion und 

Stimulation mit IFN-γ war jedoch eine signifikant (p < 0,05) erhöhte Produktion von IL-6 

nachweisbar. 

 

Die Infektion mit A. phagocytophilum löste 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-γ deutlicher ausfiel (Abbildung 27 B). 

 

Zusammenfassend lässt sich somit feststellen, dass die zusätzliche IFN-γ-Stimulation infi-

zierter Zellen jeweils zu einem deutlich stärkeren Anstieg der RANTES-, IL-6- und TNF-

Produktion führt, die vom Erreger nicht unterdrückt werden kann. Außerdem besteht in vitro 

ein direkter Effekt von IFN-γ auf das Wachstum von A. phagocytophilum in Hoxb8-

Granulozyten. 
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Abbildung 26. Zytokin- bzw. Chemokin-Produktion in uninfizierten (Medium), IFN-γ-

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

und zudem mit IFN-γ 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 

unabhängigen Experimenten. * = p < 0,05. (A) RANTES. (B) MIP-1α.  
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Abbildung 27. Zytokin- bzw. Chemokin-Produktion in uninfizierten (Medium), IFN-γ-

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

und zudem mit IFN-γ 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 

unabhängigen Experimenten. * = p < 0,05. (A) IL-6. (B) TNF.  
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4.8 Die Spezifität des IFN-γ-abhängigen Mechanismus bei der Wachstums-
hemmung von A. phagocytophilum 

Um in dieser Studie zu untersuchen, ob der wachstumshemmende Effekt von IFN-γ auf A. 

phagocytophilum IFN-γ-spezifisch ist, sind Hoxb8-Granulozyten mit Defekt für den Interferon-

γ-Rezeptor (IFN-γR) verwendet worden. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass die IFN-

γ-Wirkung durch das Fehlen des IFN-γR aufgehoben wurde, da sich keine signifikanten 

Unterschiede des Wachstums von A. phagocytophilum in murinen Wildtyp oder IFN-γR-/- 

Hoxb8-Granulozyten zeigten (Abbildung 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abbildung 28. Relative Zunahme von A. phagocytophilum-spezifischer 16S rRNA, 

normalisiert auf den mRNA-Gehalt an muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der 

Infektion von unstimulierten und mit IFN-γ (40 ng/ml) stimulierten murinen IFN-γR-/- Hoxb8-

Granulozyten. Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten gewonnen. 

Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus fünf unabhängigen Experimenten. 

Die Normalisierung erfolgte auf den jeweiligen 0-h-Wert. 

  

66



Ergebnisse 

 

 

70 

iN
O

S
/H

PR
T

1

10

100

1000

10000

100000

24 h 48 h 72 h 96 h0 h

IFN-γ R-/- uninf.
IFN-γ R-/- + IFN-γ
IFN-γ R-/- inf.
IFN-γ R-/- inf. + IFN-γ
IFN-γ R-/-LPS

*

*

* *

** *** ***

*

Außerdem wurde wiederum die iNOS-mRNA-Expression ermittelt. Auch hier zeigte sich, 

dass bei alleiniger Stimulation von IFN-γR-/- Hoxb8-Granulozyten mit IFN-γ keine Induktion 

von iNOS-mRNA erfolgte (Abbildung 29). Allerdings war die Grund-Expression von iNOS-

mRNA in unstimulierten IFN-γR-/- Hoxb8-Granulozyten höher als in Wildtyp Hoxb8-

Granulozyten. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 29 Relative iNOS-mRNA-Expression, normalisiert auf den mRNA-Gehalt an 

muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion in uninf. (uninfizierten), IFN-

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

und zudem mit IFN-γ stimulierten sowie in mit LPS (200 ng/ml) stimulierten murinen IFN-γR-/- 

Hoxb8-Granulozyten. Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten 

gewonnen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus fünf unabhängigen 

Experimenten. Die Normalisierung erfolgte auf den 0-h-Wert der uninfizierten murinen 

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

 

 

Die Zytokinproduktion der IFN-γR-/- Hoxb8-Granulozyten (Abbildung 30 und 31) war 

vergleichbar mit der Produktion durch Wildtyp Hoxb8-Granulozyten (Abbildungen 26 und 27). 

Eine IFN-γ-Stimulation führte jedoch in IFN-γR-/- Zellen – wie zu erwarten war – zu keiner 

Veränderung der Produktion von RANTES, IL-6 und TNF. 

 

Somit ist nachgewiesen, dass eine IFN-γ-Stimulation über einen IFN-γ-spezifischen Effekt zu 

einem reduzierten Wachstum von A. phagocytophilum in Hoxb8-Granulozyten führt.  
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Abbildung 30. Zytokin- bzw. Chemokin-Produktion in uninfizierten (Medium), IFN-γ- 

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

und zudem mit IFN-γ stimulierten murinen IFN-γR-/- 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 

unabhängigen Experimenten. * = p < 0,05. (A) RANTES. (B) MIP-1α.  
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Abbildung 31. Zytokin- bzw. Chemokin-Produktion in uninfizierten (Medium), IFN-γ-

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

und zudem mit IFN-γ stimulierten murinen IFN-γR-/- 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 

unabhängigen 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-γ stimulierten murinen Hoxb8-Granulozyten 

Die Stimulation infizierter Hoxb8-Granulozyten mit IFN-γ führte – wie bereits beschrieben – 

zu einer deutlichen Wachstumshemmung von A. phagocytophilum. Des Weiteren kam es 

durch die IFN-γ-Stimulation zu einer deutlichen Induktion der iNOS-mRNA-Expression 

Deshalb war zu untersuchen, ob der wachstumshemmende Effekt von IFN-γ iNOS-abhängig 

ist. Hierfür wurden infizierte iNOS-/- Hoxb8-Granulozyten mit IFN-γ stimuliert. Wie bei den 

IFN-γ-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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 32. Relative Zunahme von A. phagocytophilum-spezifischer 16S rRNA, 

normalisiert auf den mRNA-Gehalt an muriner HPRT zu verschiedenen Zeitpunkten nach der 

Infektion von unstimulierten und mit IFN-γ (40 ng/ml) stimulierten murinen iNOS-/- Hoxb8-

Granulozyten. Das Inokulum wurde aus murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten gewonnen. 

Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus fünf unabhängigen Experimenten. 

Die Normalisierung erfolgte auf den jeweiligen 0-h-Wert. * = p < 0,05. 
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IFN-γ-stimulierte, A. phagocytophilum-infizierte murine Wildtyp Hoxb8-Granulozyten zeigten 

in dieser Studie tendenziell eine verstärkte Zytokin- bzw. Chemokin-Produktion im Vergleich 

zu infizierten, nicht IFN-γ-stimulierten Zellen. Dementsprechend wurden diese ebenso im 

Überstand 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 größere Mengen an 

RANTES. Auch in der Abwesenheit von iNOS war die Stimulierbarkeit durch IFN-γ jedoch 

erhalten. 

 

Ähnlich wie für RANTES war die IL-6- und TNF-Induktion durch IFN-γ auch in iNOS-/- Hoxb8-

Granulozyten nachweisbar. Es wurden sogar größere Mengen als in Wildtyp Hoxb8-

Granulozyten gebildet (Abbildung 34 A und B). Im Gegensatz dazu war die Produktion von 

MIP-1α mit der in Wildtyp Hoxb8-Granulozyten vergleichbar (Abbildung 33 B). 

 

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

cytophilum iNOS-unabhängig. Zugleich zeigte sich jedoch eine veränderte Zytokinproduktion 

in Folge der iNOS-Defizienz.  
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Abbildung 33. Zytokin- bzw. Chemokin-Produktion in uninfizierten (Medium), IFN-γ-

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

und zudem mit IFN-γ 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 

unabhängigen Experimenten. * = p < 0,05. (A) RANTES. (B) MIP-1α. 
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Abbildung 34. Zytokin- bzw. Chemokin-Produktion in uninfizierten (Medium), inf. (A. 

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

und zudem mit IFN-γ 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 

unabhängigen Experimenten. * = p < 0,05. (A) IL-6. (B) TNF. 
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5 Diskussion 

Anhand dieser Arbeit lässt sich nachweisen, dass A. phagocytophilum in der Lage ist, in 

murinen Hoxb8-Granulozyten zu replizieren, was – wie bereits gezeigt – deren Ähnlichkeit 

mit primären 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 Stämme haben in vivo in heterologen 

Wirtsspezies eine unterschiedliche Pathogenität gezeigt und waren zum Teil nicht in der 

Lage, in diesen eine klinisch apparente Infektion hervorzurufen [6, 59-64]. Außerdem wurde 

nachgewiesen, dass A. phagocytophilum-Stämme 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 führt 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 Oberflächen-assoziierte Proteine wie das „major surface protein-2” 

(Msp2). Zugleich wurde von einer anderen Arbeitsgruppe nachgewiesen, dass die 

Transkription des msp2/p44-Gens temperaturabhängig ist und durch das unterschiedliche 

Milieu in Zecken-Zellen und humanen HL60-Zellen beeinflusst wird [202]. Darüber hinaus ist 

beschrieben worden, dass die mRNA-Expression des für die „dense-core“ Form spezifischen 

Proteins APH_1235 in der Speicheldrüse infizierter Zecken im Vergleich zu HL60-Zellen in 

vitro und in Mäusen 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 

Veränderung hinsichtlich der Transkription unterschiedlicher Gene von A. phagocytophilum 

in HL60-Zellen und Hoxb8-Granulozyten ist zwar nicht auszuschließen, hat jedoch nach den 

vorliegenden Ergebnissen keinen Einfluss auf die Infektiösität und Replikation in murinen 

Hoxb8-Granulozyten. Vermutlich sind die Unterschiede zwischen Säuger-Zellen und Zecken-

Zellen deutlich ausgeprägter. Mit dieser Annahme ließen sich die hier beschriebenen 

Unterschiede im Wachstumsverhalten erklären. 

 

Um auszuschließen, dass größere Mengen an extrazellulär verbleibenden Erregern den 

Infektionsverlauf beeinflussen könnten, 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 stärkere 

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 größte Teil der Bakterien bereits nach 4 h invasiv ist, und bestätigt somit 

früher 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 vollständig geklärt. 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 ausgewählter Zytokine und Chemokine führen könne. Nach 

Infektion von Hoxb8-Granulozyten mit A. phagocytophilum sind keine messbaren 

Konzentrationen von Interferon-γ (IFN-γ), Interleukin(IL)-1β, IL-12/IL-23, IL-17A, „kera-

tinocyte-derived chemokine“ (KC) und „monokine induced by IFN-γ“ (MIG) detektiert worden. 

Während IL-6 kaum produziert worden ist, sind jedoch relevante Mengen an „regulated on 

activation, normal T cell expressed and secreted“ (RANTES), „macrophage inflammatory 

protein-1α“ (MIP-1α) und Tumornekrosefaktor (TNF) nachweisbar. Im Gegensatz dazu 

ergaben früheren Studien, dass HL60-Zellen nach Infektion mit A. phagocytophilum zwar 

RANTES und MIP-1α, nicht jedoch TNF sezernierten [174]. Humane Leukozyten wiederum 

produzierten IL-6 und TNF [175]. Der diskrepante Befund bezüglich des TNF-Nachweises 

zwischen HL60-Zellen einerseits und der Hoxb8-Granulozyten und humanen Leukozyten 

andererseits könnte darauf zurückzuführen sein, dass die HL60-Zelllinie nicht die Situation in 

primären Zellen widerspiegelt. Auch in vivo wurden erhöhte TNF-Spiegel im Plasma A. 

phagocytophilum-infizierter Mäuse nachgewiesen [152, 181], ohne dass gezeigt worden 

wäre, welcher Zelltyp für die Produktion verantwortlich war. Leukozyten, isoliert von mit A. 

phagocytophilum-infizierten Pferden, zeigten ebenfalls eine verstärkte TNF-mRNA-

Expression [203]. 

 

MIP-1α ist in der Lage, die Proliferation von Knochenmarks-Vorläuferzellen negativ zu 

beeinflussen, und verursacht somit vermutlich Veränderung der Hämatopoese [204]. 

Demnach könnte von neutrophilen Granulozyten produziertes MIP-1α an der Entstehung der 

ätiologisch noch ungeklärten Zytopenie im Rahmen einer granulozytären Anaplasmose 

beteiligt sein. MIP-1α und RANTES induzieren unter anderem die Rekrutierung von 

Natürlichen Killer-Zellen (NK-Zellen), Makrophagen und T-Zellen [205-208]. Die Aktivierung 

weiterer Immunzellen trägt vermutlich zur immunologischen Kontrolle von A. phagocyto-

philum bei, zumal gezeigt worden ist, dass von NK-Zellen gebildetes IFN-γ sowie T-Zellen in 

vivo für die Erregerkontrolle notwendig sind [152]. 
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In Leukozyten, die von mit A. phagocytophilum infizierten Pferden isoliert waren, ließ sich 

eine mRNA-Expression von IL-6 nicht nachweisen [203]. In-vitro-Analysen humaner Leuko-

zyten hatten gezeigt, dass für die IL-6 mRNA-Induktion eine deutlich höhere Konzentration 

an A. phagocytophilum benötigt wurde als beispielsweise für die von TNF [175]. Die 

experimentell infizierten Pferde entwickelten einen eher milden Krankheitsverlauf, der von 

einer niedrigen Erregerlast im Blut begleitet war [203]. Möglicherweise war deshalb keine IL-

6 mRNA nachweisbar. In vitro wurde im Überstand 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. Möglich ist, dass die 

Infektionsdosis für eine stärkere 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 für die Rekrutierung 

weiterer neutrophiler Granulozyten verantwortlich [139], die als potentielle Wirtszellen für A. 

phagocytophilum dienen können. Bei In-vivo-Versuchen mit Mäusen ist zu berücksichtigen, 

dass bisher kein direktes murines Homolog für 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 Mäuse sind weniger emp-

fänglich gegenüber einer A. phagocytophilum-Infektion, und die Migration neutrophiler 

Granulozyten ist deutlich reduziert [173]. Die charakteristischen histopathologischen Ver-

änderungen 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 könnten andere Chemokine wie beispielsweise MIP-

2 für 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 könnten – zumal Gesamt-

Milzzellen verwendet worden sind – für diese Produktion auch anderen Zelltypen ver-

antwortlich sein. 

 

Das ebenfalls der CXC-Chemokin-Familie zugehörige MIG wird von neutrophilen 

Granulozyten sezerniert [211]. In vitro zeigte sich jedoch, dass für die Produktion von MIG 

durch humane neutrophile Granulozyten eine Kostimulation mit IFN-γ sowie Lipopoly-

saccharid (LPS) oder TNF-α notwendig ist [212]. Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen für 

dieses Chemokin eine ausbleibende Produktion sowohl nach Infektion als auch nach LPS-

Stimulation. Die genannte Kombination aus IFN-γ sowie LPS oder TNF-α sind im Rahmen 
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dieser Studie allerdings nicht getestet worden. Möglicherweise 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-1β produzieren. IL-1β 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-1β-Synthese in Monozyten durch zwei unabhängige Mechanismen auf 

Ebene der Transkription und Translation reguliert und bei zu geringer Stimulation zwar die 

mRNA exprimiert wurde, eine IL-1β-Proteinsynthese aber ausblieb [214]. Dies könnte eben-

falls auf die IL-1β Produktion durch neutrophile Granulozyten zutreffen. 

 

Für die Replikation von A. phagocytophilum sind neutrophile Granulozyten zwingend not-

wendig [152]. Diese besitzen eine Vielzahl von antimikrobiellen Effektormechanismen wie 

beispielsweise Nicotinsäureamid-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 intrazellulärer Erreger [168, 215]. 

Frühere Studien haben bereits gezeigt, dass Mäuse mit Defekten für diese Effektor-

mechanismen den Erreger ähnlich effizient wie Wildtypmäuse eliminieren [107, 152]. Eine 

andere Arbeitsgruppe hatte zuvor allerdings unter Verwendung einer nicht-quantitativen PCR 

ähnliche In-vivo-Untersuchungen durchgeführt und eine verzögerte Erregerelimination in 

iNOS-/--Mäusen festgestellt [216]. Anhand der für die vorliegende Studie durchgeführten In-

vitro-Experimente lässt sich nachweisen, dass der Infektionsverlauf in murinen gp91phox-/-, 

iNOS-/- und MPO-/- Hoxb8-Granulozyten mit dem in murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten 

vergleichbar ist. Demnach sind die genannten Effektormechanismen der angeborenen 

Immunität für eine direkte Kontrolle von A. phagocytophilum nicht notwendig, werden aber 

möglicherweise durch den Erreger auf noch ungeklärte Weise umgangen bzw. manipuliert. 

 

Eine Reihe von Mikroorganismen ist in der Lage, die Produktion von ROS durch neutrophile 

Granulozyten und Makrophagen aktiv zu unterdrücken [217-220]. Ihre Generierung wird 

hauptsächlich durch den aktivierbaren NADPH-Oxidase-Enzymkomplex ermöglicht [153]. Es 

wurde berichtet, dass A. phagocytophilum die Bildung von ROS in HL60-Zellen sowie in 

humanen und murinen neutrophilen Granulozyten unterdrückt [155-158]. Überdies 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 frühen 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 ungestört in seiner Vakuole 

vermehren, da deren phagosomale Membran von der Abwesenheit der Untereinheiten der 

NADPH-Oxidase wie gp91phox, p22phox, p47phox, p67phox und Rac2 gekennzeichnet ist [158, 

159, 222]. 

 

Hinsichtlich der Regulation der Transkription von einzelnen Komponenten der NADPH-

Oxidase wurden ebenfalls gegensätzliche Ergebnisse erzielt. Beschrieben wurde die Her-

unterregulation der mRNA-Expression von gp91phox 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 gp91phox Promotor 

binden und dadurch eine Veränderung der Gen-Expression hervorrufen könne [160]. 

Thomas et. al wiederum beschrieben die erhöhte Bindung des Repressors „CCAAT 

displacement protein“ (CDP) am Promoter des gp91phox-Gens in HL60-Zellen [162]. Eine 

Microarray-Analyse humaner neutrophiler Granulozyten hat hingegen keine wesentlichen 

Veränderungen der Expression der Gene ergeben, die für die Komponenten der NADPH-

Oxidase kodieren. Insbesondere die Expression von gp91phox blieb über einen Zeitraum von 

24 h unverändert [134]. Frühere Untersuchungen am Institut für Medizinische Mikrobiologie 

und Hygiene in Freiburg im Breisgau ergaben keine transkriptionelle Regulation der gp91phox-

mRNA-Expression in ex vivo gewonnener Milz und Lunge infizierter Mäuse [152]. Anhand 

der Ergebnisse dieser Arbeit kann ebenfalls keine Induktion oder Herunterregulation der 

Expression von gp91phox in infizierten murinen Hoxb8-Granulozyten festgestellt werden. 

Erstaunlicherweise hatte die Stimulation mit 10 ng/ml LPS ebenfalls keinen wesentlichen 

Einfluss auf die gp91phox-Expression. Northern Blot-Analysen beschrieben nämlich eine 

Induktion der gp91phox mRNA in humanen neutrophilen Granulozyten durch LPS [223]. Die 

dabei eingesetzte Konzentration an LPS von 1 µg/ml war jedoch deutlich höher 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 intrazellulärer ROS führt. 
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Die iNOS ist ebenfalls an der Kontrolle intrazellulärer Erreger beteiligt [224]. Diese 

Mikroorganismen entwickelten unterschiedliche Strategien, um die iNOS-Expression oder 

Enzymaktivität zu inhibieren sowie RNS zu entgiften [224]. Eine Aktivierung der iNOS durch 

unterschiedliche Stimuli führt in Anwesenheit von L-Arginin zu einer verstärkten 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 

Maß für die iNOS-Aktivität [225]. Die in dieser Studie vorgelegten Ergebnisse zeigen eine 

deutliche Hochregulation der iNOS-mRNA-Expression in Folge einer Infektion mit A. 

phagocytophilum in murinen Hoxb8-Granulozyten, jedoch keinen signifikanten Nachweis von 

Nitrit in den jeweiligen Zellkultur-Überständen. Eine Ursache hierfür liegt eventuell an der 

geringen Sensitivität des hier eingesetzten Griess-Assays [226]. Eine Entgiftung von RNS 

durch A. phagocytophilum sowie eine ausbleibende finale Aktivierung der iNOS können 

jedoch nicht ausgeschlossen werden. 

 

Weitere Untersuchungen dieser Arbeit belegen, dass eine gp91phox- und MPO-Defizienz zu 

einer vermutlich kompensatorischen Hochregulation der iNOS-mRNA-Expression führt. 

Einen ähnlichen Effekt zeigten interessanterweise frühere Studien, in welchen MPO-/--Mäuse 

infolge einer Infektion mit E. coli eine kompensatorische Hochregulation der iNOS-

Expression und NO-Produktion aufwiesen [227]. Zusätzlich war in murinen gp91phox -/- Hoxb8-

Granulozyten im Gegensatz zu murinen Wildtyp Hoxb8-Granulozyten eine geringgradige 

Nitritproduktion nachweisbar. Um abzuklären, inwieweit A. phagocytophilum Strategien 

entwickelt hat, um den RNS zu entkommen, sind weitere Analysen hinsichtlich der Aktivität 

der iNOS sowie der Synthese von NO erforderlich. 

 

Wie die NADPH-Oxidase und iNOS ist die MPO ein wichtiger Effektormechanismus neutro-

philer Granulozyten [167]. Die Effektivität der antimikrobiellen Wirkung dieses Enzymes in 

vivo wird jedoch sehr unterschiedlich beschrieben [169]. Es gibt einige Fallberichte über 

schwerwiegende Pilzinfektionen und rezidivierende Infektionen im Zusammenhang mit einer 

MPO-Defizienz. Dennoch scheinen die meisten Menschen mit MPO-Mangel nicht wesentlich 

anfälliger gegenüber Infektionserkrankungen zu sein [228-230]. In-vitro-Studien mit humanen 

MPO-/- Neutrophilen beschrieben eine deutliche Beeinträchtigung der Erregerelimination von 

S. aureus und anderen Mikroorganismen [231-233]. MPO-/--Mäuse zeigten hingegen eine 

ungestörte Erregerelimination von S. aureus, waren jedoch empfänglicher gegenüber einer 

Infektion mit Candida albicans [234]. Anhand der Untersuchungen dieser Arbeit lässt sich 

nachweisen, dass in vitro das Wachstum von A. phagocytophilum in Hoxb8-Granulozyten 

von der Abwesenheit der MPO unabhängig ist. Dies wird durch In-vivo-Beobachtungen im 

Mausmodell unterstützt [152]. Der Mangel an iNOS bzw. gp91phox führte – ähnlich wie für 

iNOS 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 Effektormoleküle 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 führt. 

 
A. phagocytophilum ist in der Lage, primäre Knochenmarksvorläuferzellen der granu-

lozytären und monozytären Zellreihe zu infizieren [235]. Jedoch ist gezeigt worden, dass 

eine zunehmende monozytäre Differenzierung zu einer verstärkten Resistenz gegenüber 

dem Erreger führt [121]. Vermutet wurde, dass dies an der reduzierten Expression von Sialyl 

Lewis x, einem wichtigen Rezeptor für A. phagocytophilum, liegen könnte. Neben der 

reduzierten Bindung an monozytär differenzierten Zellen kommen jedoch auch eine Wachs-

tumshemmung oder eine aktive Abtötung des intrazellulären Erregers in Frage [121]. Die 

Ergebnisse dieser Studie zeigen hingegen, dass murine Hoxb8-Makrophagen die Replikation 

von A. phagocytophilum nicht unterstützen. 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 monozytäre Zellen A. 

phagocytophilum nicht erkennen und daher nicht durch den Erreger stimuliert werden. 

Derzeit werden weitere Analysen durchgeführt, um zu untersuchen, ob das Fehlen 

entsprechender Oberflächenrezeptoren der Makrophagen eine Bindung von A. phago-

cytophilum an diese Zellen verhindert. 

 
Zu den antimikrobiellen Effektormechanismen von Makrophagen zählen – wie bei neutro-

philen Granulozyten – insbesondere ROS und RNS [236, 237]. Eine Reihe intrazellulärer 

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 für ihr intra-

zelluläres Überleben 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 intrazelluläre Replikation von Salmonella Typhimurium durch die Ak-

tivierung sowohl der NADPH-Oxidase als auch der iNOS [242]. Dies ließ vermuten, dass 

Makrophagen diese Effektormechanismen nutzen könnten, um das Wachstum von A. 

phagocytophilum zu behindern. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch, dass trotz 

Fehlens von gp91phox, iNOS und MPO eine Replikation des Erregers in Makrophagen nicht 

möglich 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 lässt 

sich somit feststellen, dass Makrophagen als Wirtszellen von A. phagocytophilum eher nicht 

in Frage kommen. Da eine Replikation auch in Abwesenheit wichtiger Effektormechanismen 

nicht möglich gewesen ist und Hoxb8-Makrophagen durch A. phagocytophilum nicht aktiviert 

worden sind, wird der Erreger wahrscheinlich aufgrund fehlender Rezeptoren von 

Makrophagen nicht erkannt. 

 

IFN-γ ist ein wichtiger Modulator der Funktion neutrophiler Granulozyten [199]. Eine Infektion 

mit A. phagocytophilum führt bei Menschen zu erhöhten Serumspiegeln dieses Zytokins 

[243]. Ähnliches wurde auch bereits im Mausmodell beobachtet [152, 180, 181]. IFN-γ-

defiziente Mäuse zeigten eine erhöhte bakterielle Beladung in der Frühphase der Infektion 

[180, 182, 184], während die finale Erregerelimination unbeeinträchtigt war [152]. Bei der 

Infektion mit A. phagocytophilum sind vermutlich NK-Zellen die Hauptproduzenten von IFN-γ, 

da eine In-vivo-Depletion von NK-Zellen zu einer erhöhten bakteriellen Beladung geführt hat, 

die mit der in IFN-γ-/--Mäusen vergleichbar gewesen ist [152]. Kürzlich ist gezeigt worden, 

dass neutrophile Granulozyten im Rahmen einer Infektion mit Toxoplasma gondii IFN-γ 

produzieren können [244]. Die Infektion von Hoxb8-Granulozyten mit A. phagocytophilum 

führte jedoch zu keiner messbaren Sezernation von IFN-γ. 

 

Für die immunologische Kontrolle einiger intrazellulärer Erreger wie Mykobakterien und 

Leishmania spp. ist IFN-γ für die Aktivierung von antimikrobiellen Effektormechanismen der 

Makrophagen wichtig [245, 246]. Um das intrazelluläre Überleben zu verbessern, ent-

wickelten die Erreger unterschiedliche Mechanismen zur Manipulation der IFN-γ-Signal-

kaskade [247-250]. Die Infektion humaner neutrophiler Granulozyten mit A. phagocytophilum 

führte zur reduzierten Expression der Interferon-γ Rezeptor(IFN-γR)-alpha-Kette an der Zell-

oberfläche, zur herabgesetzten IFN-γ-abhängigen STAT1(signal transducer and activator of 

transcription 1)-Phosphorylierung sowie zur verstärkten 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-γ-abhängige Entzündungsreaktionen zu li-

mitieren [252]. Zusätzlich führte die Infektion der humanen neutrophilen Granulozyten zu 

einer reduzierten Produktion der IFN-γ-induzierbaren Chemokinen IP-10 (interferon gamma-

induced protein 10) und MIG [251]. Die zugrundeliegenden Mechanismen, durch welche A. 

phagocytophilum die IFN-γ-Signalkaskade manipuliert, sind jedoch noch unbekannt. Anhand 

der Ergebnisse dieser Arbeit lässt sich jedoch zeigen, dass eine direkte IFN-γ-Stimulation 

von murinen Hoxb8-Granulozyten zu einer deutlichen Wachstumsreduktion von A. phago-

cytophilum führt. Demnach scheint IFN-γ die Hoxb8-Granulozyten zu aktivieren und ver-

hindert somit eine ungestörte Vermehrung des Erregers. Zwar wurde kürzlich eine IFN-γ-

abhängige verstärkte mRNA-Expression von gp91phox und p47phox in murinen neutrophilen 
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Granulozyten beschrieben, nachdem diese mit 150 U/ml IFN-γ inkubiert worden waren [253]. 

Doch mit der vorliegenden Studie lässt sich weder in uninfizierten noch in infizierten IFN-γ-

stimulierten Hoxb8-Granulozyten eine Induktion der gp91phox-mRNA-Expression nachweisen. 

Diese konträren Ergebnisse bezüglich der gp91phox-mRNA-Expression könnten eventuell an 

dem geringeren Reinheitsgrad der ex vivo gewonnenen murinen Granulozyten liegen. Diese 

Studie bekräftigt jedoch frühere Ergebnisse einer Arbeitsgruppe, welche ebenfalls keinen 

Effekt von IFN-γ auf den „respiratory burst“ in bovinen Granulozyten nachgewiesen hat [254]. 

 

Eine Stimulation mit IL-1, TNF und IFN-γ führte in humanen neutrophilen Granulozyten zu 

einer iNOS-Induktion [255]. Ähnliches wurde für aus Ratten gewonnenen Granulozyten 

beobachtet [256, 257]. Im Rahmen dieser Studie ist nun überdies in murinen Hoxb8-

Granulozyten eine deutliche Induktion der iNOS-mRNA-Expression durch eine IFN-γ-Sti-

mulation beobachtet worden, welche infolge gleichzeitiger Infektion mit A. phagocytophilum 

nicht unterdrückbar gewesen ist. Diese Beobachtungen ließen zunächst vermuten, dass 

eventuell iNOS an der Replikationshemmung von A. phagocytophilum beteiligt sei. Es hat 

sich jedoch gezeigt, dass eine IFN-γ-Stimulation von iNOS-/- Hoxb8-Granulozyten ebenfalls 

zu einer deutlichen Wachstumsreduktion von A. phagocytophilum führt. Die IFN-γ-abhängige 

Wachstumshemmung ist in den IFN-γR-defizienten Zellen jedoch ausgeblieben. Demnach 

scheint der wachstumshemmende Effekt IFN-γ-spezifisch, jedoch iNOS-unabhängig zu sein. 

 

Die Untersuchungen dieser Studie haben erstmals gezeigt, dass eine IFN-γ-Stimulation 

infizierter Granulozyten zu einer signifikanten Wachstumshemmung von A. phagocytophilum 

führt. In murinen neutrophilen Granulozyten scheint demnach die beschriebene, vom Erreger 

ausgelöste Hemmung der IFN-γ-Signalkaskade [251] diesem jedoch nicht auszureichen, um 

dem direkten IFN-γ-Effekt zu entkommen. Zudem zeigt diese Arbeit, dass dieser Effekt 

iNOS-unabhängig ist. Der zugrundeliegende exakte Mechanismus dieser IFN-γ-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 übertragenes obligat intrazelluläres Gram-

negatives Bakterium, das sich in neutrophilen Granulozyten seines Wirtes vermehrt. Die 

granulozytäre Anaplasmose äußert sich bei Tieren und Menschen meist als unspezifische 

fieberhafte Allgemeinerkrankung. Die Fähigkeit 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 grundsätzlichem Interesse, die Kontrolle von A. phagocytophilum durch neutrophile 

Granulozyten näher zu analysieren. Für 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 Ähnlichkeiten zu 

primären Zellen aufweisen. Diese Methodik ermöglicht einen deutlich höheren 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-1α“ 

(MIP-1α) und Tumornekrosefaktor (TNF) produzieren. In-vivo-Untersuchungen am Institut für 

Medi-zinische Mikrobiologie und Hygiene in Freiburg im Breisgau haben zuvor ergeben, dass 

die Effektormechanismen neutrophiler Granulozyten wie Nicotinsäureamid-Adenin-

Dinukleotid-Phosphat(NADPH)-Oxidase, induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS) und 

Myelo-peroxidase (MPO) für 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 lässt vermuten, dass der Erreger Strategien entwickelt hat, um 

diesen Abwehrmechanismen zu entkommen. 

 

Interferon-γ (IFN-γ) ist ein wichtiger Modulator der Funktion neutrophiler Granulozyten. 

Anhand der Ergebnisse dieser Studie lässt sich zeigen, dass eine direkte IFN-γ-Stimulation 

von murinen Hoxb8-Granulozyten zu einer deutlichen Wachstumshemmung von A. 

phagocytophilum führt. Trotz deutlicher Induktion der iNOS-mRNA-Expression durch die 
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Infektion sowie die IFN-γ-Stimulation ist dieser Effekt iNOS-unabhängig. IFN-γ-defiziente 

Mäuse hatten in vorausgegangenen Untersuchungen eine erhöhte bakterielle Beladung in 

der Frühphase der Infektion gezeigt, während die finale Erregerelimination unbeeinträchtigt 

blieb. Die Untersuchungen dieser Arbeit haben nun ergeben, dass eine direkte IFN-γ-

Wirkung auf neutrophile Granulozyten wesentlich an dem in vivo beobachteten protektiven 

Effekt beteiligt ist. 
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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-1α (MIP-1α) 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-γ (IFN-γ) is an important modulator of the neutrophil granulocyte function. The 

results of this study demonstrate that a direct IFN-γ-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-γ-stimulation, was this 

effect however iNOS-independent. In previous studies IFN-γ-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-γ-effect on 

neutrophil granulocytes is essentially involved in the in vivo observed protective effect. 
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