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ZUSAMMENFASSUNG

Salmonella enterica fiihrt deutschlandweit zu den zweithgufigsten lebensmittelbedingten
Infektionskrankheiten. Auffallig ist die Heterogenitat des Wirtsspektrums. Wahrend auf der
einen Seite stark adaptierte Serovare wie etwa S. Typhi ausschlie3lich schwere Infektionen im
Menschen und héheren Primaten ausldsen, verursachen auf der anderen Seite Serovare wie S.
Typhimurium als klassische Zoonoseerreger Infektionen in diversen Tierspezies und im
Menschen. Dabei unterscheiden sich die jeweiligen Krankheitsablaufe z.T. erheblich in
Abhangigkeit der Immunkompetenz, des Alters sowie der Spezies des infizierten Wirts. Zur
Aufklarung moglicher Wirts- und Serovar-abhéngiger Faktoren, die zur unterschiedlichen
Adaptation und Pathogenese von Salmonella enterica enterica Serovaren beitragen, wurden
systematisch vergleichende Infektionsstudien mit Salmonella Serovaren unterschiedlichen
Wirtsspektrums (Breitspektrum: S. Typhimurium, S. Enteritidis; Rinder-adaptiert: S. Dublin;
Schweine-adaptiert: S. Choleraesuis; Geflligel-beschrankt: S. Gallinarum, S. Pullorum) in
intestinalen Epithel- und Makrophagenzelllinien sowie Primarmakrophagen porcinen, aviaren
und humanen Ursprungs als reprasentative Zelltypen der friihen Infektionsphase durchgefihrt.
Die Wirts-Pathogen-Interaktionen wurden hinsichtlich der Invasivitat und Persistenz der
Serovare, daraus resultierender zytotoxischer Effekte und hinsichtlich der Wirtsimmun-
reaktion sowie der genomweiten Genexpressionsanderung des Wirtes untersucht. Zur Analyse
der Immunreaktion wurden Reporterzelllinien des zentralen immunregulatorischen Transkrip-
tionsfaktors NF-«xB hergestellt. Unter Beriicksichtigung aller Faktoren ergaben sich Phino-
typen, die wichtige Hinweise auf Mechanismen zur Wirtsadaptation und Pathogenese liefern.
So wiesen die Breitspektrum-Serovare S. Typhimurium und S. Enteritidis Spezies- und
Zelltyp-ubergreifend hohe Invasionsraten und eine hervorragende intrazelluldre Persistenz
auf. S. Dublin ergab &hnlich hohe Invasionsraten, persistierte jedoch schlechter in Epithel-
zellen und Makrophagen. Die hohen Invasionsraten verursachten eine starke Aktivierung von
NF-xB und demfolgend eine starke Induktion proinflammatorischer Zytokine. Parallel fiihrten
sie jedoch auch im verhaltnismaRig hohen Male zu zytotoxischen Effekten, was in vivo zu
einer starken Inflammation und 6rtlichen Begrenzung der Infektion fihren wirde, wie sie
etwa bei der humanen Gastroenteritis durch Breitspektrum-Serovare zu beobachten ist.
Dagegen stellten sich die beiden S. Choleraesuis — Stdmme insbesondere in den porcinen
Zelllinien als schwach invasiv dar, persistierten jedoch in den meisten Zelllinien &hnlich gut
wie die Breitspektrum-Serovare und flihrten dementsprechend zu einer mittleren NF-«xB
Aktivierung und Zytotoxizitat. Diesbezuglich stellten sich die verwendeten porcinen Zell-
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linien als sehr robust heraus, indem sie selbst bei sehr hohen MOIs nicht abstarben und bei
Behandlung mit verschiedenen synthetischen pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs) wie Flagellin, PGN-Fragmenten und LPS nur schwach bis maRig reagierten. In vivo
wirde die beobachtete schwache Invasivitat von S. Choleraesuis vor allem in porcinen Zellen
und die relativ gute Persistenz, die durch das robuste Verhalten der porcinen Zelllinien jedoch
weitestgehend toleriert wird, auf eine ,,sanfte Infektion ohne starke Inflammation hindeuten,
die damit eine systemische Ausbreitung ermdglicht, wie sie fir S. Choleraesuis im Schwein
beschrieben wurde.

Die Geflugel-beschrénkten Serovare S. Gallinarum und S. Pullorum wiesen Spezies- und
Zelltyp-Ubergreifend die niedrigsten Invasionsraten auf und persistierten verhéltnismalig
schlecht. Dementsprechend verursachten sie kaum zytotoxische Effekte. Hinsichtlich der NF-
kB Aktivierung deuteten speziell diese Serovare daraufhin, dass die Starke der Aktivierung
nicht immer nur eine einfache Funktion der intrazellularen Keimzahl ist, so dass sie in
Anbetracht ihrer niedrigen intrazellularen Keimzahlen und dem Fehlen von Flagellin als
einem der wichtigsten PAMPs in den meisten Zelllinien zu einer immer noch recht hohen
Immunaktivierung fuhrten. Auffallig war diesbezuglich auch die hohe Sensibilitat der
Hihnermakrophagen, die bereits bei einer moderaten MOI um 5 bei héher invasiven
Serovaren abstarben. Demnach begnstigt die schwache Invasivitat und intrazellulére
Persistenz sowie die geringe Zytotoxizitat von S. Gallinarum und S. Pullorum trotz eines
relativ hohen inflammatorischen Potentials das Uberleben in sehr sensibel reagierenden
Hihnermakrophagen, die fur eine systemische Infektion, wie sie bei S. Gallinarum und S.
Pullorum Infektionen im Huhn auftreten, notwendig waren.

Untersuchungen mit synthetischen PAMPs sowie entsprechenden Salmonella Deletions-
mutanten mit beeintréchtigter Flagellensynthese und Peptidoglycanrecycling deuteten zudem
vor allem auf die initiale Interaktion mit Epithelzellen eher als die mit Makrophagen als
diskriminierenden Faktor hin, der eine Spezies-spezifische Anpassung und Pathogenitét
ermoglicht. So reagierten alle hier verwendeten Makrophagen Spezies-iibergreifend sehr
ahnlich auf die Infektion mit den Salmonella Mutanten als auch hinsichtlich ihrer genom-
weiten Genexpression auf eine Infektion mit unterschiedlichen Serovaren.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass die Wirtsadaptation
von Salmonella neben einer moglichen bakteriellen Adaptation insbesondere aus immuno-
logischen oder anatomischen Eigenschaften resultiert, die einem Serovar, das im Vergleich zu
Breitspektrum-Serovaren Einschrankungen der Virulenz oder des Metabolismus aufweist, in

bestimmten Spezies eine erfolgreiche Infektion und Persistenz ermdglichen.



SUMMARY

Host-dependent factors in the pathogenicity and persistence of Salmonella serovars in
animals and man

Salmonella enterica is the second most prevalent causative agent of foodbourne diseases in
Germany. With regard to their host range, Salmonella is a group of strong heterogenicity.
There are highly adapted serovars such as S. Typhi which infect and cause severe disease only
in humans and higher primates, whereas other serovars such as S. Typhimurium infect many
different animal species as well as humans. The particular pathogenicity of the infections
depends considerably on the age, immune status and species of the host. To identify possible
host- and serovar-specific determinants which might be involved in adaptation and different
pathogenicities of Salmonella enterica enterica serovars, we systematically compared
infections with Salmonella serovars of different host-ranges (broad host-range: S.
Typhimurium, S. Enteritidis; cattle-adapted: S. Dublin; swine-adapted: S. Choleraesuis;
poultry-restricted: S. Gallinarum, S. Pullorum) in intestinal epithelial and macrophage-like
cell lines and primary macrophages of porcine, avian and human origin as representative of
the early affected cell types during infection. Host-pathogen interactions were analyzed with
regard to invasiveness and persistence of the serovars, cytotoxic effects and host immune
responses as well as whole genome expression patterns of the host. To analyze the early,
innate immune responses to infections, we established reporter cell lines for the central
immunoregulatory transcription factor NF-xB. Evaluation of all the resulting individual
outcomes of these different assays revealed certain phenotypes suggesting possible
mechanisms for host adaptation and pathogenicity. We observed high invasion rates and
persistence of the broad host-range serovars S. Typhimurium and S. Enteritidis regardless of
the cell type and species. While S. Dublin showed similar invasion rates, persistence was
reduced in both epithelial cells and macrophages. High invasion rates correlated with a strong
NF-kB activation and subsequent induction of proinflammatory cytokines. Relatively strong
cytotoxic effects were associated with this type of pathogenicity, which suggest a strong
inflammation and a local limitation of the infection in vivo, consistent with observations of
human gastroenteritis due to broad host-range serovars.

In contrast, S. Choleraesuis strains were weakly invasive, especially in porcine cells, but
showed similar levels of persistence in most cell lines as the broad host-range serovars. The
innate immune responses to infections with S. Choleraesuis were correspondingly

intermediate, with average NF-«B activation levels and associated cytotoxicity. The porcine
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cell lines were found to be extremely robust, showing little or no cell death in response to
infections with even very high infective doses, and responded to synthetic pathogen-
associated molecular patterns (PAMPSs) with only average or weak NF-«B activation. The
lower invasiveness of the swine-adapted serovar S. Choleraesuis in porcine cells but the fairly
high-level persistence which is tolerated by these host cells would result in a “soft” infection
without a strong inflammation in vivo that allows this serovar to spread systemically as has
been described for S. Choleraesuis infections in pigs.

The poultry-restricted Salmonella serovars Gallinarum and Pullorum showed the lowest
invasion rates and persisted poorly, independent of the cell type or species. This correlated
with no or only very weak cytotoxic effects. Infections with these serovars also indicated that
NF-xB activation is not necessarily a simple function of the intracellular bacterial numbers.
These serovars showed a higher NF-xB activation in most cell lines relative to their
intracellular numbers as did other serovars, and the lack of flagellin typical for these serovars
as major PAMP required for innate immune recognition. We observed a strong sensitivity of
the chicken macrophages to the numbers of invading bacteria, with early onset of cell
cytoxicity at even moderate MOI of 5 with the more highly invasive serovars. These
observations suggest the weak invasiveness and low-level intracellular persistence result in a
low cytotoxicity of Salmonella serovars Gallinarum and Pullorum, enabling them to survive
despite a relatively high inflammatory potential. This conclusion would also be consistent
with the patterns of systemic infections reported for S. Gallinarum and S. Pullorum infections
in chickens.

In addition, screening of the cell lines of different species with synthetic PAMPs like
flagellin, PGN-fragments or LPS as well as Salmonella mutants with disrupted synthesis of
flagella and recycling of peptidogylcan indicate a major role of the epithelial cell layer rather
than interactions with macrophages in discrimination of those factors. Independent of the
species origins, all of the macrophages used in this study reacted very similarly to infections
with Salmonella mutants including whole genome gene expression patterns in response to
infections with the different Salmonella serovars. The results of this study therefore point
towards the initial interactions with the intestinal epithelia provides the major discriminating
factor enabling a species-specific host adaptation and pathogenicity.

Rather than an adaptation to a particular host, this study suggests host adaptation is the result
of a particular host providing the necessary prerequisites, anatomical or immunological,
which permit successful infection and persistence of serovars which may have virulence or

metabolic disadvantages compared to broad host-range serovars.



I. EINLEITUNG

Salmonellen sind Gram-negative, stdbchenférmige Bakterien mit einer Ldnge von 2 — 5 um
und einem Durchmesser von ~ 1 um [1]. Mit Ausnahme weniger Salmonella enterica enterica
Serovare (z.B. S. Gallinarum, S. Pullorum) sind Salmonellen peritrich begeifRelt und motil. Sie
leben Uberwiegend proto- sowie chemotroph und besitzen sowohl die Mdglichkeit eines
oxidativen als auch fermentativen Energiestoffwechsels. Derart angepasst an eine fakultativ-
anaerobe Lebensweise kommen sie intra- als auch extrazelluldr in warm- und kaltblltigen
Organismen wie auch in der Umwelt vor. Weltweit hat sich Salmonella damit als besonders
erfolgreicher Infektionserreger sowohl im Menschen als auch in Tieren diverser Herkunft
etabliert und gehort trotz wirksamer Antibiotika-Therapien und Bekampfungs- sowie Uber-
wachungsmalinahmen immer noch mit zu den wichtigsten Pathogenen lebensmittelbedingter
Infektionskrankheiten in der Humanmedizin. Die Ubertragung erfolgt meist oral, so dass
zumindest in den Industrienationen Nahrungsmittel als bedeutenste Infektionsquelle anzu-
sehen sind. Damit wird auch deutlich, dass eine erfolgreiche Bek&mpfung tber die Grenzen
der Human- und Veterindarmedizin erfolgen muss. Insbesondere das Auftreten immer neuer
Stamme, die hdufig anstelle erfolgreich verdrangter Stamme treten sowie die steigende
Tendenz zur Ausbildung von (Mehrfach-) Resistenzen gegenuber Antibiotika stellen sowohl
die Human- als auch die Veterinarmedizin vor neue Herausforderungen. Ahnlich variabel wie
die Besiedlung unterschiedlicher Lebensraume durch die Giber 2500 Serovare scheint auch die
Auswirkung einer Salmonelleninfektion im Wirtsorganismus zu sein. So fuhren Infektionen
in Abhdngigkeit des Serovars, der Wirtsspezies, dessen Alters und Immunstatus zu Erkran-
kungen, die von einer klinisch inapparenten Symptomatik tiber eine lokale Gastroenteritis bis
hin zu systemischen Erkrankungen mit fatalem Ausgang fiihren kénnen. Zudem weisen die
Serovare sehr unterschiedliche Wirtsspektren und -spezifitaten auf. Die vordergriindige
Verdréangung stark adaptierter Serovare wie S. Gallinarum, S. Typhisuis etc., die oftmals mit
schweren Krankheitsbildern und entsprechenden 6konomischen Verlusten in der Lebens-
mittelindustrie einhergingen, hat dazu gefuhrt, dass diese Serovare heute meist nur noch in
Entwicklungslandern eine Rolle spielen, in den Industrienationen jedoch groRtenteils durch
Serovare wie S. Typhimurium ersetzt wurden, die kaum adaptiert sind und haufig unauf-
falligere Krankheitsbilder verursachen. Folglich wurde das Erkennen von Infektionen in
Tierbestanden erschwert, die Gefahr einer Ubertragung durch tierische Produkte auf den
Menschen erhéht. Die Mechanismen, die der Anpassung bestimmter Salmonella Serovare an
bestimmte Wirte oder der Verursachung distinkter Krankheitsverldufe zugrunde legen, sind
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bislang nur punktuell und ansatzweise untersucht.

In einem systematischen und maoglichst umfassenden Ansatz sollen in dieser Arbeit
Salmonella enterica enterica Serovare als Vertreter verschiedener Stufen der Wirtsadaptation
mit intestinalen Epithelzellen sowie Makrophagen, die im Verdacht stehen, urséchlich fir den
Verlauf einer Infektion zu sein, in Kontakt gebracht werden. Die folgenden Auswirkungen auf
die Bakterien und Wirtszellen sollen untersucht und hinsichtlich Wirts- und Serovar-
spezifischer Unterschiede analysiert werden. Hierbei liegt der Fokus auf mdglichen Unter-
schieden im angeborenen Wirtsimmunsystem und der Frage, welche Rolle in diesem Kontext
die hier verwendeten Zelltypen (intestinale Epithelzellen und Makrophagen) spielen. Dazu
werden Zelllinien unterschiedlichen Ursprungs (Mensch, Huhn, Schwein) genutzt und die
bestehenden Systeme durch Reporter fiir zentrale Immunregulatoren wie NF-kB erweitert.
Die aus der Arbeit hervorgehenden Ergebnisse sollen mogliche Faktoren und Mechanismen
zur Adaptation von Salmonella an den Menschen sowie wichtige Lebensmittel liefernde Tiere
wie das Schwein und das Huhn aufdecken, damit die Grundlage fiir weitere tiefergehende
Studien legen und dartiberhinaus zum Versténdnis der vielseitigen Pathogenese von
Salmonelleninfektionen beitragen.

I.1. Phylogenie, Systematik und Nomenklatur der Salmonellen

Die Gattung Salmonella, die ihren Namen infolge der Isolation des ,,hog cholera bacillus
(Salmonella Choleraesuis) als vermeintlichen Erreger der klassischen Schweinepest (hog
cholera) 1885 durch Theobald Smith (1859 — 1934), einem wissenschatlichen Assistenten
D.E. Salmons, im Jahre 1900 von J. Ligniéres erhielt, gehort auf Grundlage phylogenetischer
Untersuchungen ihrer 16S rRNA Gensequenz in die Familie der Enterobacteriaceae, zu
denen andere wichtige Darmpathogene wie Yersinia, Shigella und Escherichia zéhlen, und ist
damit Teil der y-Proteobacteria des Phylum der Proteobacteria innerhalb der Doméne der
Bacteria [1].

Die Einteilung der Salmonellen in Spezies und Subspezies ist standigen Veranderungen
unterworfen und erfolgte erstmals 1934 als Kauffmann-White Schema mit 44 Serovaren nach
einem 1926 publizierten VVorschlag zur serologischen Einteilung von P.R. White [2]. Das
Schema wurde kontinuierlich durch F. Kauffmann (Statens Institut Kopenhagen), L. Le
Minor, M.Y. Popoff und P.A.D. Grimont / F.-X. Weill (alle Insitute Pasteur, Paris) erweitert
und verandert, so dass es heute mehr als 2555 Serovare umfasst und aufgrund groRerer
Abwandlungen in der Zeit Le Minors heute als Kauffmann-White-Le Minor Schema

bezeichnet wird. Im Abstand von einigen Jahren erscheinen Veroffentlichungen des World
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Health Organization (WHO) Collaborating Centre for Reference and Research on Salmonella
im Institute Pasteur, Paris zur Aktualisierung des Schemas [3]. Danach unterscheidet man
lediglich zwei Spezies, Salmonella enterica und Salmonella bongori [4, 5], die weiterhin in
sechs Subspecies (ssp.) S. enterica ssp. enterica (1), S. enterica ssp. salamae (11), S. enterica
ssp. arizonae (l11a), S. enterica ssp. diarizonae (I11b), S. enterica ssp. houtenae (IV) und S.
enterica ssp. indica (V1) eingeteilt werden. 2005 wurden die VVorschlage von Le Minor,
Popoff und Reeves offiziell durch den Beschlussfassungsausschuss (Judicial Commission)
des International Committee on Systematics of Prokaryotes (ICSP) angenommen [6, 7].
Klinisch relevant sind vor allem die Subspezies I, I11a und Il1b. Etwa 1500 der bislang
bekannten Serovare gehdren zur Subspezies | und sind historisch bedingt haufig mit Namen
stellvertretend fur Krankheitssymptome, Wirtsspezifitat oder Herkunft benannt (z.B. S.
Choleraesuis — Cholera beim Schwein, S. Abortusovis — Aborte beim Schaf, S. Moabit —
isoliert 2003 in Berlin - Moabit). In dieser Arbeit werden Salmonella enterica enterica
Serovare durch S. und dem Namen des Serovars abgekurzt (vgl. VI1I1.1). Alternativ werden alle
Serovare auf Grundlage des Kauffmann-White-Schemas serologisch unterschieden und
entsprechend ihrer Antigenformel bestehend aus dem O- (somatischen), dem H- (flagellaren)
und gegebenenfalls dem Vi- (Kapsel-) Antigen bezeichnet. Dabei beschreibt man die O-
Antigene (4uRere Oligosaccharide des Lipopolysachcharids (LPS) der bakteriellen Zellwand)
nummerisch und teilt die Serovare anhand des Auftretens bestimmter Haupt-O-Antigene in
eine von neun O-Gruppen (A, B, C,...) ein. Diese Gruppeneinteilung ist insbesondere in der
Diagnostik und Medizin von Bedeutung und entsprechend weit verbreitet. Die Uber 70
verschiedenen H-Antigene als Teil bakterieller Flagellen kdnnen in zwei Formen, der
sogenannten spezifischen Phase 1 (H1) und der unspezifischen Phase 2 (H2), auftreten.
Welche der beiden Phasen vorliegt, hédngt von der sogenannten Phasen-Variation ab, die zur
Expression der Flagellin-Gene fliC oder fljB fuhrt. Monophasische Stamme wie S. Enteritidis
besitzen hdufig nur das spezifische Phase 1 H-Antigen, nicht-motile Serovare wie S.
Gallinarum gar kein H-Antigen. Die H1-Antigene werden mit Kleinbuchstaben bezeichnet
oder dem Buchstaben ,,z* folgend nummeriert (z1, z2, etc.). Die H2-Antigene kdnnen alpha-
betisch als auch nummerisch gekennzeichnet werden. Zudem besitzen einige Serovare (S.
Typhi, S. Paratyphi C und S. Dublin) eine Kapsel, die als Vi-Antigen in der Antigenformel
angegeben ist (siehe Tabelle 1).

Neben dieser als Serotypisierung bezeichneten Einteilung der Salmonella Serovare lassen
diese sich weiterhin durch Lysotypisierung in Phagentypen (PT) oder definitive Typen (DT),
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durch Resistenzprofile, genetische und biochemische Charakteristika unterscheiden, was

insbesondere fur die Epidemiologie von Interesse ist [8].

Typhimurium B 1,4,(5),12 i 1,2
Enteritidis D1 1,9,12 g,m -
Choleraesuis C1 6,7 c 1,5
Dublin D1 9,12 a,p -
Gallinarum D1 9,12 - -
Typhi D1 9,12 (Vi) d -

Tabelle 1: Beispiel der Antigenformel einiger in dieser Arbeit verwendeten Serovare

1.2. Epidemiologie (Pravalenz) von Salmonella — Infektionen

Durch Salmonella bedingte Infektionen kénnen entsprechend des Krankheitsbildes in
typhoidale (verursacht z.B. von S. Typhi, S. Paratyphi A, B, C) und nicht-typhoidale
Erkrankungen (verursacht z.B. von S. Enteritidis, S. Typhimurium) eingeteilt werden. Zu
beachten ist jedoch, dass die Auspragung einer Salmonellen-Infektion je nach Wirtsspezies,
Immunstatus und Alter des Wirts bei demselben Serovar sehr unterschiedlich ausfallen kann
und somit diese Einteilung nur begrenzt der Tatsache entspricht.

Im Jahr 2000 wurde die Zahl typhoidaler (inkl. paratyphoidaler) Erkrankungen weltweit auf
etwa 27,1 Mio. mit 217.000 Toten geschétzt. Der Schwerpunkt liegt in sudost- und zentral-
asiatischen Landern, zu Ausbrichen kommt es jedoch auch regelmé&Rig im subsaharischen
Afrika, infolge des gestiegenen Lebensstandards und der hygienischen Zustéande nur noch
selten in Lateinamerika [9].

Die Zahl nicht-typhoidaler, gastroenteritischer Salmonellosen wird dagegen nach einer
Berechnung von S.E. Majowicz auf 94 Mio. Félle pro Jahr mit etwa 155.000 Toten geschéatzt
[10], wovon etwa 80 Mio. (86%) auf lebensmittelbedingte Infektionen zurlckzuftihren sind.
Damit ware Salmonella fiir etwa 3% der geschétzten 2,8 Milliarden Durchfallerkrankungen
weltweit verantwortlich. Die 6konomischen Kosten, die durch Salmonella Infektionen
entstehen, lassen sich schwer abschatzen und unterscheiden sich von Land zu Land stark. In
den USA fuhren die geschéatzten 1,4 Mio. Salmonellosen nach einer Berechnung der WHO
allein durch die Behandlung und den Produktivitatsverlust jahrlich zu Kosten in Héhe von 3
Milliarden USD [11]. Auch nicht zu vernachl&ssigen sind zudem bedeutende 6konomische
Verluste in Tierbestdnden der Lebensmittelindustrie.

In Deutschland erreichte die Zahl lebensmittelbedingter Salmonellosen 1992 mit 195.000
gemeldeten Fallen ihren H6hepunkt und sinkt seitdem infolge verstarkter Monitoring -

Programme und Richtlinien zur Pravention und Bekdmpfung von Salmonella Ausbriichen
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kontinuierlich [12, 13]. 2009 wurden etwa 32.000 Salmonellose Falle beim Nationalen
Referenzzentrum flr Salmonellen (NRZ) am Robert-Koch Institut gemeldet. Nichtsdestotrotz
ist die Salmonella-Enteritis nach der Campylobacter-Enteritis immer noch die zweithdufigste
meldepflichtige bakterielle Erkrankung in Deutschland mit den hochsten Inzidenzraten bei
Kindern unter 10 Jahren [14].

Der Hohepunkt der Infektionswelle 1992 wurde mafRgeblich durch das damals europaweit
vorherrschende Salmonella enterica Serovar Enteritidis angetrieben. Entsprechend der
insgesamt sinkenden Fallzahlen sanken seitdem auch die durch S. Enteritidis verursachten
Infektionsfalle, was jedoch einem erneuten verstarkten Auftreten von S. Typhimurium als
friherem Haupterreger humaner Salmonellosen in Deutschland den Weg zu bereiten scheint
[15]. So gingen nach einem Bericht des Bundesinstitutes flr Risikobewertung 2009 58% der
31397 gemeldeten Erkrankungen auf S. Enteritidis (2008: 62%) und 33% auf S. Typhimurium
(2008: 30%) zurlck, was laut European Food Safety Authority (EFSA) in etwa auch den
Anteilen in der EU entspricht [16]. Der haufigste Phagentyp ist seit Mitte der 80er Jahre mit
abnehmender Tendenz S. Enteritidis PT4 gefolgt von PT8 (in den USA vorherrschend) [17].
Auffallig dagegen ist das immer haufigere Auftreten einer monophasischen Variante von S.
Typhimurium mit der Seroformel 4,5,12:i:-, der mittlerweile bereits 40% aller S.
Typhimurium - Infektionen ausmacht und keine Phase 2 Flagellen (codiert durch fljB)
exprimiert. Mittlerweile gehort diese monophasische Variante in vielen Landern weltweit zu
den zehn am héufigsten isolierten Salmonella Stimmen humaner Infektionen [18].

Ebenso besorgniserregend ist das zunehmende Auftreten multiresistenter (MDR) Salmonella
Stdmme, die erstmals in den 70er Jahren beschrieben wurden [19-21]. Haufig entwickeln sich
Resistenzen in der Tierhaltung, und erst nach Ubertragung dieser Stimme auf den Menschen
lassen sich diese auch bei humanen Infektionen nachweisen [22-24]. Ein Beispiel hierfir ist
die Einfuhrung der Fluoroguinolone Mitte der 80er Jahre. Trotz des Einsatzes in der Human-
medizin in den Jahren zuvor verzeichnete man erst in Folge der Zulassung von Fluoroquino-
lonen fir die Veterindrmedizin eine deutliche Zunahme resistenter Salmonella Stamme, so
dass insbesondere die praventive Gabe von Antibiotika und der falsche bzw. tbermaRige
Einsatz von antimikrobiellen Agenzien in der Tiermast und -zucht als Ursache fiir das zu-
nehmende Auftreten resistenter und multiresistenter Bakterien auch im Menschen anzusehen
ist [25, 26]. Ein Beispiel flr die Uberlegenheit und starke Verbreitung multiresistenter
Stamme ist S. Typhimurium DT104, der aufgrund der erworbenen Pentaresistenz (Ampicillin,
Chloramphenicol, Streptomycin, Sulfonamide, Tetrazykline) zu einem der wichtigsten global

vorkommenden Erreger geworden ist [27, 28]. Ebenfalls mit dem Einsatz von speziell fir die
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Tiermedizin entwickelten Antibiotika wie Ceftiofur wird das Auftreten multiresistenter S.
Newport Stdimme begriindet, die auch gegen extended spectrum Cefalosporine resistent sind
und zuerst in Rindern, spater auch im Menschen auftraten [29, 30]. Von den 2009 vom NRZ
fur Salmonellen erfassten humanen Salmonella Isolaten waren bereits 30% mehrfachresistent.
Dabei unterschieden sich die Serovare deutlich von 3% Mehrfachresistenzen aller S.
Enteritidis Isolate bis zu 75% bei S. Typhimurium [31].

1.2.1. Infektionsquellen

Salmonellen wurden bislang aus einer groRen Vielzahl verschiedener Tierspezies wie Sauge-
tieren, Fischen, Vogeln, Reptilien, Insekten und dem Menschen isoliert [15, 32-35], sind aber
aufgrund ihrer fakultativ aeroben und intrazelluldaren Lebensweise auch in der Lage, tber
langere Zeit in der unbelebten Umwelt also auf Oberflachen und in Gewassern zu Uberleben
[36]. So ist es nicht verwunderlich, dass neben den lblichen Infektionsquellen wie rohes
Fleisch, Milch und Eier [37] auch Friichte und Gemdise, die in Kontakt mit kontaminierten
Kichengeréten kamen (Kreuzkontamination), zu Salmonella Ausbrichen fuhrten [38]. Diese
vorubergehende Persistenz aulRerhalb eines Wirts ist letztendlich eine (iberlebenswichtige
Eigenschaft von Salmonella, denn sie ermdglicht dem Stamm trotz z.T. nur kurzzeitiger
Infektionsphasen und Bekampfungsmalinahmen durch die Immunabwehr und Antibiotika die
langfristige Besiedlung eines bestimmten Lebensraums wie etwa eines Tierstalls. So sind
Studien bekannt, bei denen derselbe Salmonella Stamm Uber Jahre hinweg trotz
DesinfektionsmalRnahmen in Tierstéllen tberleben konnte [39, 40]. Mangelnde Hygiene und
fehlende Kontrollen in den Tierbestanden sind oft die Ursache fur einen Befall ganzer
Bestande. Hinzukommt, dass insbesondere Salmonella Serovare mit breitem Wirtsspektrum
wie S. Typhimurium und S. Enteritidis in vielen Tieren lediglich zu einer latenten Infektion
fuhren, die kaum Kklinische Symptome hervorruft und eine langanhaltende Ausscheidung der
Salmonellen Gber den Kot und die damit verbundene Neuinfektion weiterer Tiere im Bestand
ermoglicht [41-44].

Als nattrrliche Vektoren zur weiteren Ausbreitung auch tber den Stall hinaus kénnen sowohl
Vogel als auch Insekten wie Fliegen dienen [45-47]. So zeigten Greenberg und Klowden, dass
Hausfliegen (Musca domestica) nach vorheriger Inokulation mit Salmonella in der Lage sind,
bis zu 10" Salmonellen auszuscheiden, und damit eine Dosis zu erzeugen, die zur Infektion
von Tier und Mensch ausreicht [48].

Auch kontaminiertes Wasser gilt als haufige Infektionsquelle und ermdglicht die weitldufige
Ausbreitung [49, 50]. So werden Salmonellen standig durch Tiere und den Menschen in das
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Wasser von z.B. Flissen eingetragen und besitzen im Gegensatz zu anderen Pathogenen wie
V. cholerae oder S. aureus eine relativ hohe Uberlebensrate in diesem Umfeld [51].

Im Menschen erfolgt eine Infektion jedoch am haufigsten insbesondere mit S. Enteritidis
durch den Verzehr von Gefliigelfleisch, Eiern und damit assoziierten Nahrungsmitteln. Eine
Stichprobenuntersuchung des BfR in Tierbestdnden und Lebensmitteln 2009 ergab eine
Préavalenz fir Salmonella enterica ssp. in Hahnchenfleisch von 7,5% und Putenfleisch von
5,6%. In Schweinefleisch (2,5%) und Kalbsfleisch (0,5%) wurden deutlich seltener
Salmonellen nachgewiesen. Bemerkenswert ist jedoch, dass insbesondere in Schweinehack-
fleisch, das h&ufig roh verzehrt wird, die Pravalenz mit 5% &hnlich hoch wie im Gefliigel-
fleisch lag [15]. Unterschiede gibt es auch in den vorherrschenden Serovaren. So wurden bei
Routineeinsendungen an das NRZ fur Salmonellen aus Hahnchenfleisch insbesondere S.
Enteritidis gefolgt von S. Paratyphi B, S. Typhimurium und S. Infantis isoliert, in Schweine-
fleisch dominiert dagegen S. Typhimurium und S. 4,[5],12:i:-, in Rindfleisch S. Typhimurium
und S. Dublin [15, 16]. Damit konnten die wichtigsten Serovare humaner Infektionen auch an

der Spitze kontaminierter tierischer Erzeugnisse gefunden werden.

S. Kentucky 0,4%
S. Bovismorbificans
0,4%

Andere Serovare S. Brandenburg 0,4%
15,3%
S. Newport 0,4%

Andere Serovare
5,8%

S. Stanley S. Virchow
0,4% 0,4%
S. Derby S. Derby
0.5% 0,5%
S. Agona S. Infantis
0,5% 1,5%
S. Newport
0,7% o
S. Virchow S. Typhimurium
0,7% 33%
S. Infantis

1,1%

S. Typhimurium
21,9%

S. Enteritidis
58%

S. Enteritidis
58%

Abbildung 1: Verteilung der haufigsten Serovare humaner Infektionen in der EU 2008 (links) und in
Deutschland 2009 (rechts). Modifiziert nach EFSA Report 1496 der EU (2010) [16] und dem
Infektionsepidemiologischen Jahrbuch 2009 des RKI (2010) [31]

Auch Eier gehdren zu den wichtigsten Infektionsquellen. Salmonellen gelangen meist tber
die Ovarien noch vor Bildung der Eierschale in die Eier und lassen sich spater aufgrund des
Schutzes der Schale nicht mehr beseitigen [52, 53]. Zwar wurden in nur 0,3% aller
verkaufsfertigen Eier in Deutschland Salmonellen nachgewiesen, jedoch variiert diese
Prévalenz stark allein in der EU bis zu 23% in der Slowakei [16]. Bemerkenswert sind zudem
z.T. sehr hohe Prévalenzen in Tierbestanden. Dank geeigneter KontrollmaBnahmen lag 2008

die Salmonella Pravalenz in Deutschland bei Legehennen bei 3,5%. In Masth&dhnchen-
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bestanden fand man jedoch die europaweit hdchste Préavalenz von 23,1% und verzeichnete
damit einen deutlichen Anstieg von 7% im Vorjahr.

Neben der oralen Ubertragung von Salmonella tiber den Verzehr kontaminierter Lebensmittel
und Flussigkeiten sind auch Falle bekannt, bei denen Menschen tber Haustiere infiziert
worden sind, die zuvor Uber die Ubliche Route Salmonellen aufgenommen haben [54-56].
Neben carnivoren Haustieren kdnnen auch Infektionen insbesondere bei Kindern mit
Reptilien-assoziierten Serovaren infolge einer Reptilienexposition auftreten [31, 57, 58].
Mensch-zu-Mensch Ubertragungen spielen in der Regel nur in Entwicklungslandern mit

schlechten hygienischen Bedingungen eine Rolle.

1.3. Wirtsspezifitat

Salmonella lasst sich entsprechend seiner Adaptation und des Vorkommens in bestimmten
Wirtsspezies in folgende Kategorien einteilen [59]:

1. Serovare mit breitem Wirtsspektrum
Hierzu gehoren ubiquitar vorkommende Serovare wie S. Typhimurium und S.
Enteritidis, die weltweit sowohl im Menschen als auch im Tier die groRten Inzidenzen
aufweisen. Somit stehen inshesondere Serovare mit breitem Wirtsspektrum fur den
Inbegriff des Zoonoseerregers.

2. Wirtsadaptierte Serovare
Diese Serovare zeigen eine hohe Pravalenz in bestimmten Wirtsspezies, kommen
jedoch in seltenen Féllen auch in anderen Wirtsspezies vor. Beispiele hierfir sind S.
Choleraesuis, klassischerweise ein Pathogen des Schweins, sowie S. Dublin, ein
haufig aus Rindern isolierter Erreger, die in seltenen Fallen auch zu humanen
Infektionen fuhren.

3. Wirtsbeschrankte Serovare
Als Untergruppierung der wirtsadaptierten Serovare gibt es solche, die bislang nur in
bestimmten Wirtsspezies gefunden wurden und somit auf diese Spezies beschrankt zu
sein scheinen. Dementsprechend findet eine Ubertragung auch nur innerhalb dieser
Spezies z.B. beim Menschen ohne tierischen Zwischenwirt statt. Wichtige Beispiele
hierfur sind das Huhner-Pathogen S. Gallinarum mit seiner Variante S. Pullorum, das
Schweine-Pathogen S. Typhisuis sowie die auf den Menschen beschrankten Serovare
S. Typhi, S. Paratyphi A und C.
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1.3.1. Salmonella im Menschen

Fur den Menschen gelten > 500 Salmonella Serovare als pathogen, gemeldet wurden seit
2001 in Deutschland auf Grundlage des Infektionsschutzgesetzes nur 24 [60]. Auf den
Menschen beschrénkte Salmonella Serovare sind vor allem S. Typhi, S. Paratyphi A und S.
Sendai, die schwere systemische Infektionen und enterisches Fieber verursachen. Sie kommen
verhaltnismaRig hdufig in Entwicklungslandern vor, spielen jedoch in Industrienationen kaum
mehr eine Rolle. Der Anteil an allen Salmonella — bedingten Erkrankungen lag z.B. 2005 in
den USA bei < 1%, und meist sind diese Félle mit Auslandsaufenthalten assoziiert [61, 62]. In
seltenen Féllen treten Tier-adaptierte Serovare wie S. Choleraesuis (adaptiert an Schweine)
oder S. Dublin (adaptiert an Rinder) auch bei menschlichen Infektionen auf und verursachen
dann jedoch in hohem MaRe schwere systemische Infektionen wie Bakterdmie [63] (siehe
Tabelle 2).

Enteriditis 563.221 6.775 1,2
Typhimurium 183.542 2.692 1,5
Infantis 11.795 198 1,7
Typhi 4.636 2.825 60.9
Paratyphi A 3.125 1.727 55.3
Paratyphi B* 2.463 308 15
Paratyphi C 37 20 54.1
Choleraesuis 147 48 32.7
Dublin 1.283 530 41.3

Tabelle 2: An die Enter-net Datenbank Gibermittelte Salmonella Serovare mit Anzahl der Gesamtisolate
und speziell aus dem Blut isolierten Stamme zwischen 1994 — 2004 sowie dem Quotienten dieser Werte.
In weil3: Serovare mit breitem Wirtsspektrum, in gelb: human-adaptierte Serovare, in rot: Tier-adaptierte
Serovare. * S. Paratyphi B dT+ fiihrt zu Infektionen in Mensch und Tier, S. Paratyphi B dt- nur im Menschen.
Modifiziert nach Wollin, 2007 [64]

Anhand von S. Paratyphi B zeigt sich, dass die Eingruppierung entsprechend der Wirts-
adaptation nicht immer auf das Serovar als solches zutrifft, sondern manchmal weitere
Unterteilungen nétig sind. Entsprechend des Kaufmann — White Schemas unterscheidet man
d-Tatrat — fermentierende S. Paratyphi B (dT+) (urspringlich S. Java), die gastrointestinale
Erkrankungen im Menschen und vor allem in Hiihnern hervorrufen, von d-Tatrat — nicht-
fermentierenden S. Paratyphi B (dT-), die ausschlieBlich im Menschen zu systemischen
Infektionen fiihren [65-68]. Nichtsdestotrotz verursachen auch in diesem Fall insbesondere
die human-adaptierten dT- Stdimme typhoidale Erkrankungen [69].

Wie oben bereits erwéhnt, hdangen die Schwere der Erkrankung und der pathologische Verlauf
auch mafgeblich von der Konstitution der infizierten Person ab. So flihren Immunsuppres-

sionen durch Medikamente, Infektionen mit HIV und Operationen sowie ein noch nicht
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ausgereiftes Immunsystem im Sduglingsalter, aber insbesondere auch die abnehmende
Vitalitdt mit zunehmendem Alter eher zu systemischen Verlaufen und einem tédlichen Ende
[15, 70-73]. Zu der schwachen Immunabwehr &lterer Menschen und Kleinkinder kommt
meist eine schwache Magenséaureproduktion, die die Magenpassage von Salmonella weniger
stark einschrénkt und zu héheren Dosen im Darm flhrt. Unter diesem Aspekt ist auch eine
magensaurehemmende Medikation bei Krankenhauspatienten und Pflegebedirftigen als
mdoglicher Risikofaktor zu beachten [74].

Die Infektionsdosis liegt bei einem Erwachsenen in der Regel bei 10* - 10° Keimen [75]. In
Abhéangigkeit des Lebensmittels, mit dem die Salmonellen aufgenommen wurden, variiert
diese Zahl jedoch stark. So ist bekannt, dass bei Aufnahme in besonders fetthaltigen
Nahrungsmitteln wie Kase, Schokolade und Eis die infektidse Dosis bei nur 1 — 100 Keimen
liegen kann [76-78]. Man geht davon aus, dass die Ummantelung der Salmonellen durch
hydrophobe Lipid-Micellen sie wirksam vor der bakteriziden Wirkung der Magenséure
schiitzt. Die Wirkung der Galle im Duodenum wiirde dann zu einer Freisetzung der
Salmonellen fiihren und eine Besiedlung insbesondere des anschlieBenden Dinndarms
ermdglichen.

Die Infektionsdauer liegt in Abh&ngigkeit der Dosis und des Serovars bei 6 — 72 Stunden, in
der Regel jedoch bei 12 — 36 Stunden [60]. Die klassische Gastroenteritis geht primar einher
mit Durchfall infolge der Darminflammation, teilweise Erbrechen, Unwohlsein, Kopf- und
Magenschmerzen mit leichtem Fieber fiir die Dauer weniger Tage. Da sie lokal auf den Darm
begrenzt sowie haufig selbstlimitierend ist, genugt im Normalfall die Prévention einer
drohenden Dehydrierung. Eine stationare Behandlung sowie der Einsatz von Antibiotika sind
bei schwereren Verlaufen mit hohem Fieber und Sepsis angezeigt, die in etwa 5% der Félle
vorkommen [13]. Auch ist eine Absiedlung in andere Organe mdglich, was zu diversen
Entzlindungen als Cholezystitis, Endocarditis, Osteomyelitis, Pneumonie, Pyelonephritis oder
Meningitis fihren kann [79]. Folgeerkrankung kann z.B. eine reaktive Arthritis sein [80, 81].
Auch ein akutes Nierenversagen ist moglich. Die Gesamtlethalitét liegt bei weniger als 0,1%.
Die Ausscheidung von nicht-typhoidalen Salmonellen dauert bei Erwachsenen etwa einen
Monat [82], bei Kinder unter 5 Jahren bis hin zu sechs Monaten [83]. Durch eine Antibiotika-
Behandlung kann die Exkretion der Bakterien noch verlangert werden [84, 85]. Eine
chronische Ausscheidung ist in Abhédngigkeit des Alters insgesamt jedoch sehr selten. Die
wenigen Studien dazu zeigten in keinem Fall Salmonella Exkretionen (ber die 67. Woche
hinaus, nach neun Wochen konnten in 90% aller Falle keine Salmonellen mehr nachgewiesen
werden [82, 86].
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Im Gegensatz zur Gastroenteritis sind systemische Verlaufe z.B. nach einer S. Typhi Infektion
weit schwerwiegender. Die Infektionsdosis ist gering, die Inkubationszeit ist mit wenigen
Tagen bis zu drei Wochen etwas langer als bei nicht-typhoidalen Infektionen. Zu den
haufigsten Infektionsorten zahlen das lleum, Leber, Milz und die Gallenblase. Danach kommt
es zu einer schweren, zyklisch verlaufenden Allgemeininfektion mit hohem Fieber und
Unterleibsschmerzen [87]. Eine Diarrhoe tritt nur in etwa 1/3 der Falle auf. Es konnen
Organschaden an Darm, Herz, Leber, Niere und Galle auftreten; in schweren Fallen treten
lebensgefédhrdende Symptome wie Darmperforationen, Septikdmie oder Meningitis auf. Eine
chronische Ausscheidung auch nach mehr als 12 Monaten tritt in 2-4% der Falle und h&ufig in
Kombination mit Gallensteinen auf [88, 89].

1.3.2. Salmonella im Schwein

Schweinefleisch ist eine der wichtigsten Infektionsquellen des Menschen. Da Salmonellen-
Infektionen im Schwein nur selten zu Erkrankungen fiihren, die Tiere aber in einer klinisch
inapparenten latenten Infektion als Trager fungieren [90], sind Infektionen von Schweinen mit
Salmonella hinsichtlich der menschlichen Gesundheit von entscheidender Bedeutung.

Als auf das Schwein adaptierte Serovare gelten vor allem S. Choleraesuis, das auch im
Menschen vereinzelt fir Infektionen sorgt, und S. Typhisuis, deren Infektidsitat auf das
Schwein beschrénkt zu sein scheint. Beide fihren im Schwein zu septik&mischen Allgemein-
infektionen mit Zyanosen der Russelscheiben, Ohrmuscheln und der Bauchdecke.
Pneumonien, aber auch Durchfall, Abmagerung und Aborte sind mdglich. Betroffen sind vor
allem Absetzer und Jungschweine (< 60 kg). Eine Manifestation oder ein erneuter Ausbruch
von Keimtrégertieren wird durch Stress begunstigt [91].

Insbesondere in den 50er und 60er Jahren stellte S. Choleraesuis das dominante Serovar in
Schweinen dar [92]. Seit dem HOhepunkt im Jahr 1958 sank die Pravalenz von S.
Choleraesuis — Infektionen stark, so dass es heute zumindest in Europa anders als in Nord-
Amerika oder Asien keine Rolle mehr spielt, Infektionen nur noch vereinzelt vorkommen [92-
96]. S. Typhisuis ist eng verwandt mit S. Choleraesuis [97, 98], unterscheidet sich jedoch
phanotypisch und in der Pathogenese. Weltweit spielt S. Typhisuis nur noch eine unter-
geordnete Rolle. Aufgrund der schwierigen Isolation ist jedoch mit einer Grauzone zu
rechnen. Ein Grund koénnte im langsamen Wachstum liegen, das im Wirt zu einer langsam
fortschreitenden chronischen typhoidalen Erkrankung fiihrt, die meist innerhalb weniger
Wochen tddlich endet [59].

Stattdessen treten vornehmlich Infektionen durch Breitspektrum-Serovare wie S.
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Typhimurium und S. Derby, aber je nach Region auch S. Agona und S.Infantis auf [99, 100],
die haufig asymptomatische oder lokale enteritische Infektionen dhnlich der humanen
Salmonellose hervorrufen.

Die Ubertragung erfolgt meist tiber die fakal-orale Route, auch wenn eine Ubertragung tber
Aerosole in Anbetracht sehr hoher Dosen im Kot infizierter Tiere von 10° S. Choleraesuis
bzw. 10” S. Typhimurium pro Gramm Kot bereits experimentell nachgewiesen wurde [101-
106]. Im trockenen Kot kénnen Salmonellen bis zu 13 Monaten tiberdauern [43], was
verdeutlicht, wie wichtig hygienische MalRnahmen in der Schweinezucht zur Restriktion von

Transmissionen sind.

1.3.3. Salmonella im Huhn

Neben Schweinen tragen Hihner tber ihr Fleisch und ihre Eier zu den meisten Salmonella
Infektionen im Menschen bei. Die wichtigsten auf Geflligel beschréankten Serovare sind S.
Gallinarum, der Erreger des Hihnertyphus, und seine Biovariante S. Pullorum, das zur
Pullorum Krankheit bzw. der sogenannten weien Kiikenruhr fuhrt. Die beiden Erreger
wurden erstmals 1889 (S. Gallinarum; [107]) bzw. 1900 (S. Pullorum; [108]) beschrieben und
gehoérten um die Jahrhundertwende zu den wichtigsten Pathogenen der kommerziellen
Geflligelhaltung, die aufgrund der hohen Mortalitatsraten zu grof3en Verlusten fuhrten. Durch
intensives Monitoring, der Schlachtung seropositiver Herden und verbesserter Hygiene-
mafRnahmen, die von staatlicher Stelle (z.B. dem Poultry Stock Improvement Plan in
GroRbritannien oder dem National Poultry Improvement Plan der USA) koordiniert wurden,
konnte die Pravalenz seit den 50er und 60er Jahren in den Industriestaaten stark reduziert
werden [109]. Auch wenn die Erreger zwischenzeitlich nicht mehr in Westeuropa und
Nordamerika auftraten [93, 110], so stellten sie jedoch stets ein Problem in asiatischen [111-
114], afrikanischen [115, 116], mittel- bis suidamerikanischen Landern [117] sowie in
Osteuropa [118] dar. Selbst in den bereits fir Gallinarum / Pullorum - frei erklarten Staaten
kommt es von Zeit zu Zeit wieder zu regional begrenzten Ausbriichen, die vermutlich durch
Wildvdgel wie Enten, Wachteln und Papageien [119-121] sowie in kleinen Hobbyzuchten
verursacht werden [122-129].

Obwohl S. Pullorum und S. Gallinarum eng verwandt und serologisch nicht zu differenzieren
sind, gibt es doch entscheidende Unterschiede hinsichtlich ihres Stoffwechsels [130-132], in
der Infektiositdt sowie einigen pathologischen Details, so dass man sie mittlerweile als
verschiedene Biovare eines Serovars Gallinarum behandelt [133-135]. So erfolgt z.B. die
Ubertragung und Infektion der Hithner mit S. Gallinarum tberwiegend horizontal tiber die
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fakal-orale Route, wahrend bei S. Pullorum auch die vertikale Transmission, also vom
Elterntier wéhrend einer systemischen Infektion der Ovarien oder des Oviduktes vor
Ausbildung der Eierschale auf das Ei, eine bedeutende Rolle spielt [136-138]. Fur die
Infektion durch S. Pullorum empfénglich sind im Gegensatz zur S. Gallinarum-Infektion eher
junge Tiere mit einem Alter unter 4 Wochen [111]. Hihnertyphus durch S. Gallinarum ist
gekennzeichnet durch das Auftreten einer gelblich-griinen Diarrhoe 24 — 36 Std. vor Eintritt
des Todes wohingegen S. Pullorum entsprechend der Bezeichnung ,,weille Kiikenruhr*
typischerweise eine weililiche Diarrhoe verursacht [139].

Im Gegensatz zu Mammaliern gelangen Salmonellen im Huhn tber den Kropf, den Driisen-
und Muskelmagen als Agivalent des Sdugermagens in den Diinndarm, wo der Eintritt tiber
diffus verteilte lymphoide Strukturen und Peyer”sche Plagues erfolgt. Besonders betroffen
sind das lleum, Caecum und die Caecaltonsillen als groRtes sekundér lymphatisches Organ im
Gastrointestinaltrakt des Huhns [140-142]. Bei systemischen Infektionen erfolgt von hier aus
primdr die Besiedlung weiterer lymphatischer Organe wie Milz, Leber und Knochenmark und
spater auch anderer Organe. Der systemische Verlauf geht mit einer Infiltration mononuk-
ledrer Zellen in die periportalen Bereiche der Leber, in das Myokard, in die Lunge und Niere
einher, die letztendlich zu Nekrosen und VergroRerungen der Organe fiihren. Die Tiere zeigen
neben der oben beschriebenen Diarrhoe vor allem Appetitlosigkeit, Gelenkentziindungen,
Atemnot und ein gestraubtes Gefieder, erscheinen kraftlos und abgemagert [143]. Meist
sterben die Tiere innerhalb weniger Tage nach Eintritt der ersten Symptome. Die Mortalitét
ist mit bis zu 100% allgemein sehr hoch [132], jedoch zusammen mit der Suszeptibilitat stark
abhéngig vom Stamm und dem genetischen Hintergrund des Huhns [144, 145]. Bei einem
chronischen Verlauf beobachtet man haufig eine Reduktion der Fertilitat sowie der Lege-
leistung [146], die Huhner weisen blasse, eingefallenen Kdmme und Entzlindungen im
Bereich der Ovarien auf [147].

Bei einer Infektion mit S. Pullorum kann die Erkrankung anfangs langere Zeit symptomlos
verlaufen [148] und setzt dann unabhdngig vom Geschlecht meist erst mit der sexuellen Reife
ein. AusschlieRlich bei Hennen kommt es dann auch zu einer Ausbreitung in den
Reproduktionstrakt [149] und einer Reduktion der T-Zellzahl als VVorraussetzung fur eine
vertikale Transmission [110].

Fur den GroRteil der Salmonella Infektionen im Huhn verantwortlich und dementprechend ftir
die Ubertragung auf den Menschen am relevantesten sind heutzutage eher Breitspektrum-
Serovare. Wie auch beim Menschen gehorte S. Typhimurium insbesondere in den 50er bis

Ende der 70er Jahre zum meist isolierten Salmonella Serovar in weiten Teilen der Welt [93,
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150] und wurde dann durch S. Enteritidis groBtenteils ersetzt [15, 16, 151]. Die
Auswirkungen und Suszeptibilitat einer Infektion sind stark vom Alter abhéngig. Bei Kiiken
mit einem Alter bis zu 12 Tagen reichen bereits geringste Dosen auf oralem Wege (~ 100
Bakterien), um eine Infektion hervorzurufen. Haufig kommt es dann auch bei diesen Seroaren
zu systemischen Infektionen mit &hnlichen Symptomen wie bei S. Gallinarum / Pullorum und
todlichem Ausgang aufgrund von Anorexie und Dehydrierung in 2 - 10% der Falle [152-154].
Mit zunehmendem Alter sinkt die Suszeptibilitat und Infektionen verlaufen meist ohne
Klinische Symptome, obwohl eine Persistenz und Ausscheidung von Salmonellen tber
mehrere Monate durchaus moglich ist [155, 156]. Die Gefahr einer unaufféalligen horizontalen
Ubertragung innerhalb der Herde und der spiteren Kreuzkontamination wéhrend der
Schlachtung ist dementsprechend hoch [157]. Erst im hohen Alter (etwa ab 55 Wochen)
nimmt die Morbiditat und Mortalitat wieder zu [146, 158]. Wie S. Pullorum ist auch S.
Enteritidis in der Lage, Eier wéhrend ihrer Entwicklung bereits im Huhn zu infizieren. Insbe-
sondere auferlich gesund erscheinende Legehennen stellen dann ein grof3es Problem dar [27].

Zusammenfassend konnen die Vertreter der Salmonella enterica Spezies also eine grofle Zahl
verschiedender Wirtsspezies infizieren und besiedeln. Die Adaptation an bestimmte Wirte
unterscheidet sich jedoch zwischen den Serovaren und scheint evolutionér eher hinderlich zu
sein. Breitspektrum-Serovare fiihren allgemein eher zu milderen Erkrankungen, deren Grad in
Abhangigkeit der Wirtsspezies, des Alters und der Immunkompetenz jedoch stark variiert. So
verursachen S. Typhimurium und S. Enteritidis eher enterische Erkrankungen im Menschen.
In Schweinen, Rindern und Hihnern verlduft die Erkrankung abhangig vom Alter
asymptomatisch, enterisch, aber auch systemisch mit fatalem Ausgang. In Méausen fihrt sie
meist nach systemischem Verlauf zum Tode. Mit steigender Wirtsadaptation scheinen auch
die Infektionen schwerwiegender zu verlaufen. So haben wirtsadaptierte Erreger wie S.
Dublin und S. Choleraesuis eher die Tendenz, systemische Infektionen auszuldsen, die bei
zufalligen Infektionen anderer Spezies auch erhalten bleibt. Ebenso 16sen wirtsbeschrénkte
Serovare wie S. Typhi oder S. Gallinarum systemische Infektionen bei ihren Wirten aus; eine
Infektion anderer Wirtspezies ist jedoch nicht bzw. nur durch extrem hohe Dosen mdglich.
Welche Faktoren letztendlich zu einer Adaptation an eine bestimmte Spezies flihren, somit
also fur einen evolutionédren Vorteil in dieser speziellen Nische sorgen, ist bislang nur in
Ansétzen geklart. Auch die Griinde fir die Auspragung einer Erkrankung speziell bei
Breitspektrum-Serovaren in verschiedenen Spezies sind kaum geklart, da Spezies-

ubergreifende Arbeiten selten sind. Zu welchen Anteilen bakterielle Faktoren und Faktoren
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des Wirtes letztendlich zur Adaptation und Pathogenese beitragen, ist dementsprechend
spekulativ. Die Tatsache, dass ein und derselbe Stamm in unterschiedlichen Spezies nur
aufgrund veranderter anatomischer, physiologischer und immunologischer Faktoren zu einer
unterschiedlichen Auspragung der Infektion fuhren kann, legt die Fokussierung auf Wirts-
faktoren nahe. Es gibt zudem einige Arbeiten, die darauf hindeuten, dass insbesondere
Faktoren des Wirtsimmunsystems in einer frihen Phase der Infektion dabei eine

entscheidende Rolle spielen kénnten.
I.4. Immunologische Grundlagen

1.4.1. Die intestinale Immunabwehr

Die Funktion des Darms besteht primér in der Aufnahme von Wasser, Nahrstoffen und
Elektrolyten aus dem intestinalen Lumen. Aufgrund des starken Austausches von Substanzen
und der damit verbundenen direkten Kontaktflache zur AuRenwelt, kommt er zwangslaufig
mit einer Vielzahl potentiell pathogener Bakterien in Kontakt, deren Eindringen es trotz der
Durchlassigkeit fir diverse Molekile zu verhindern gilt. Somit bilden die Epithelzellen des
Darms eine streng regulierte selektiv permeable Barriere am &uf3ersten Rand der Mukosa. An
dieses Epithelium schliefl3t eine lockere Gewebsschicht, die Lamina Propria, und eine diinne
Schicht glatter Muskulatur (muscularis Mukosae) als Ubergang zur Submukosa an [159]. Um
die absorptive Oberflache zu vergroRern, bildet die Mukosa Villi in das Lumen, die im Kern
durch eine Arteriole und einen lymphatischen Kanal an das Blut- und Lymphsystem
angeschlossen sind. So kommt es im Dunndarm zur effizienten Aufnahme von Nahrstoffen,
was ihn jedoch auch fir Infektionen durch invasive Bakterien pradestiniert. Der Dinndarm
lasst sich anatomisch in das Duodenum, das Jejunum und das lleum einteilen. Mit etwa 90%
der Absorption im 1. Meter des Dunndarms ist der proximale Teil am aktivsten [159]. Die
Bakteriendichte nimmt dagegen aufgrund der Darmperistaltik und des geringeren Durch-
messers des Dinn- im Vergleich zum Dickdarm sowie der damit verbundenen hohen Fliel3-
geschwindigkeit mit durchschnittlich 100 Bakterien / g Darminhalt im proximalen lleum bis
zu 10*? Bakterien / g im Colon deutlich zu [160]. Mit rund 400 verschiedenen Bakterien-
spezies ist die Mikrobiota des Darms dazu sehr divergent. 99% der Mikrobiota werden
jedoch durch nur 30 — 40 dominierende Spezies der Gattungen Bacteroides, Bifidobacterium,
Eubacterium, Clostridium, Lactobacillus, Fusobacterium und einigen Gram-positiven
Kokken gebildet. Enterobacteriaceae kommen normalerweise nur in geringen Zahlen vor
[160].

Den Hauptanteil der eukaryotischen Zellen im intestinalen Epithel stellen absorptive
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Enterozyten, die auf der apikalen Seite eine Glykokalyx und einen Birstensaum, die
sogenannten Mikrovilli, bilden. Sie werden kontinuierlich aus Stammzellen in der unteren
Hélfte der Krypten gebildet und reifen auf ihnrem Weg in Richtung des Villus Apex aus [161].
Die Zellen besitzen eine bestimmte strukturelle wie auch funktionelle Polaritat, die u.a. auf
der unterschiedlichen Ausstattung der basolateralen und apikalen Membran mit Membran-
proteinen wie Rezeptoren und Transportern beruht. Um die unkontrollierte parazellulare
Diffusion zu unterbinden, wird der Bereich zwischen den Enterozyten durch den apical
junction complex verschlossen. Ein Teil davon, die tight junction, dichtet am &ul3ersten
apikalen Bereich zwischen zwei Enterozyten ab und dient zudem der Aufrechterhaltung der
Polaritét der Epithelzellen, indem sie die freie Diffusion der Membranproteine zwischen der
apikalen und basalen Seite unterbindet. Neben den Enterozyten kommen im Darmepithel
eingelagerte Schleim-produzierende Goblet-Zellen vor, die ebenfalls fir die Pathogenabwehr
bedeutend sind. lhre Zahl nimmt in distaler Richtung entlang des Darms entsprechend der
Besiedlung mit Bakterien zu [162]. Sie exprimieren Mucin Glykoproteine, welche im
endoplasmatischen Reticulum stark glykosyliert werden und nach der Sekretion zusammen
mit Trefoil Peptiden eine Schleimschicht Giber dem Epithel bilden [163]. Diese Schicht kann
aufgrund ihres Kohlenhydratreichtums als Bindungsstelle, Kohlenstoff- und Energiequelle fur
kommensale Bakterien aber auch Pathogene dienen, die an die Schleimschicht binden und
diese durch Abbau oder Inhibition der Mucin-Expression tiberwinden [164, 165].

Ebenfalls erwahnenswert sind in diesem Zusammenhang die sekretorischen Paneth-Zellen,
die ausschlieBlich in den Krypten des Dunndarms vorkommen [165]. Ihre Granula enthalten
eine Reihe antimikrobieller Substanzen wie Lysozym, Phospholipase A,, Cathelicidin und
Defensine, die sich nach der Sekretion im Lumen der Krypten konzentrieren und die dort
ansassigen Stammzellen vor Infektionen schitzen [166, 167].

Zu den wichtigsten lymphatischen Strukturen des Darm-assozierten lymphatischen Gewebes
(GALT) gehoren die Peyer’schen Plaques (PP) und die daran angeschlossenen mesenterialen
Lymphknoten (MLN). PP kommen im Menschen berwiegend im Ileum vor und setzen sich
aus distinkten Zonen mit B- und T-Zellen sowie Makrophagen und dendritischen Zellen (DC)
zusammen [159]. Sie sind ausschlieRlich an efferente Lymphgefalie angeschlossen, die
Antigensignale aus dem direkt darunterliegenden Follikel-assoziierten Epithel (FAE) an die
MLN Ubertragen. Neben den PP kommen im Diinndarm auch isolierte lymphatische Follikel
vor, die jedoch keine T-Zell Zonen aufweisen [168-170]. Im Schwein gibt es zwei Arten von
PP, die sich uber das Jejunum und das proximale lleum erstrecken [171]. Wé&hrend die

jejunalen PP ein Leben lang im Schwein vorkommen, verschwinden die ileocaecalen PP nach
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etwa einem Jahr. Auch in ihrer Zusammensetzung und Verteilung aus verschiedenen
Populationen an T- und B-Zellen unterscheiden sich die beiden PP deutlich voneinander. Die
immunologische Relevanz ist jedoch bislang ungeklart. Das Huhn besitzt zwar keine
Lymphknoten, wie man sie vom Menschen kennt, weist aber im Bereich des Darms diffuse
lymphatische Strukturen und PPs auf, die denen des Schweins und Menschen dhneln [172,
173].

Neben Enterozyten sind spezialisierte (microfold-) M-Zellen Bestandteil des FAE im
Menschen, im Schwein und im Huhn [174, 175]. Diese Epithelzellen sind auf die Aufnahme
luminaler Antigene durch Endozytose mit anschlieRender Prasentation an Immunzellen der
Peyer’schen Plaques ausgerichtet. Im Gegensatz zu herkdbmmlichen Enterozyten weisen M-
Zellen auf ihrer apikalen Oberflache wenige Tranporter zur Nahrstoffaufnahme und keine
hydrolytischen Enzyme auf, besitzen verhaltnismaRig kurze Microvilli und eine sehr diinne
Schleimschicht, die eine leichtere Endozytose von Antigenen und Bakterien ermoglicht [176,
177]. Diese Partikel werden dann auf der basalen Seite wieder exozytiert, durch Makrophagen
sowie DCs aufgenommen und entsprechende inflammatorische Signale und Abwehr-
mechanismen induziert. DCs gehen meist aus zirkulierenden Monozyten hervor und gelangen
entlang eines durch Epithelzellen konsitutiv aufrechterhaltenen Chemokin-Gradienten aus
CCL20 (MIP-3a) und CCL9 (MIP-1y) in die Mukosa [178]. Dort kommen sie entweder
stationar in der Lamina Propria vor und erftllen infolge fehlender costimulatorischer Faktoren
meist Toleranz-Funktionen oder migrieren nach Antigen-Aufnahme zu den PP oder MLN, um
sie dort T- und B-Zellen zu présentieren [179, 180]. Neben der Bindung von Antigenen nach
Transzytose durch M-Zellen oder dem Eindringen auf parazellularem Wege kdnnen DCs ihre
Pseudopodien auch durch die Epithelschicht ins intestinale Lumen ausstrecken und damit
Bakterien direkt aus dem Darminhalt aufnehmen [181]. Dabei formen sie selbst tight junction
— ahnliche Strukturen, die ein Aufbrechen der Barrierefunktion verhindert [182].

Ein weiterer wichtiger Teil des angeborenen Immunsystems sind polymorphonukleére
Granulozyten (PMNSs). Normalerweise kommen diese Zellen selten in der intestinalen
Mukosa vor. Jedoch &ndert sich das wahrend einer Inflammation. Die Funktion der Neutro-
philen scheint sich dabei deutlich zwischen den beiden Krankheitsbildern der Salmonellen-
infektion zu unterscheiden. Wahrend einer Enterocolitis kommt es infolge der Sekretion der
Chemokine IL-8 (CXCL8) und ENA-78 (CXCL1) durch intestinale Epithelzellen zu einem
massiven Influx von Neutrophilen in die Lamina Propria [183, 184]. Diese phagozytieren die
Pathogene und toten sie intraphagosomal u.a. durch a-Defensine, Lysozym, saure Hydrolasen,

bactericidal permeability inducing protein (BPI) und reaktive Sauerstoffmolekiile (ROS) ab,
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was zur lokalen Begrenzung der Infektion, durch die Sekretion der Sauerstoffspezies jedoch
auch zu einer Gewebeschédigung beitragt. Aufgrund der kurzen Lebensdauer der Neutro-
philen unter Einleitung von Apoptose kommt es letztlich zur Auflésung der Infektion [185,
186]. Insbesondere bei systemischen Erregern hat man jedoch diesen massiven Influx
zumindest im Mausmodell nicht festgestellt. In diesem Fall scheinen die Neutrophilen ohne
ihre bakteriozide Funktion eher als VVektor zu fungieren und damit eine zutragliche Funktion
fir Salmonella zu tbernehmen. Einige Pathogene kdnnen die Induktion der Apoptose
verzogern bzw. liberleben und im Sinne eines ,, Trojanischen Pferdes* in phagozytierende
Makrophagen uberfuhrt werden, die dann als Vehikel fur die Ausbreitung der Infektion
dienen [187, 188]. Beispielsweise umgeht S. Typhi den oxidative burst zur Bildung von ROS
[189]. In HUhnern wird diese Funktion der Neutrophilen in &hnlicher Weise durch Hetero-
phile ausgefuhrt.

Im Darm bilden die PP den Knotenpunkt zwischen angeborenem und adaptivem Immun-
system. Sie sind die wichtigste Stelle zur Sammlung von Antigeninformationen und spielen
eine zentrale Rolle in der Entsendung von Lymphozyten sowie inflammatorischen Signalen
[190-193]. Lymphozyten des Darms lassen sich entsprechend ihrer Lokalisation in intra-
epitheliale und Lamina Propria Lymphozyten einteilen. Die intraepithelialen Lymphozyten
(IEL) sind tberwiegend T-Zellen mit Gedachtnischarakter und lassen sich entprechend ihrer
Oberflachenrezeptoren in Typ A und B einteilen [194]. Typ A entspricht den konventionellen
T-Zellen mit aff - T-Zell Rezeptoren (TCR) und CD4 oder CD8a, erkennt MHC-abhéngig
korperfremde Antigene und wirkt dann h&ufig zytotoxisch. Zu den Typ B Zellen gehtren
solche mit afTCR CD8aa, YdTCR CD8aa oder doppelt negativen y0TCR, deren Aktivierung
unabhingiger von MHC ist [159, 195, 196]. In der Regel Giberwiegen CD8" Zellen unter den
IEL. Welche Rolle sie im Darm spielen, ist bislang erst ansatzweise untersucht und héngt
wahrscheinlich vom jeweiligen Aktivierungsgrad des Immunsystems ab [197-199]. Doch
deuten einige Veroffentlichungen auf ihre Fuktionen in der Homeostase, der Pathogenabwehr
und der Krebs-Uberwachung hin [196, 200].

Im Gegensatz zu den IEL ist der B-Zell — Anteil unter den Lymphozyten der Lamina Propria
deutlich grof3er. Nach ihrer Aktivierung migrieren B-Zellen meist tber lymphatische GefaRe
zu den MLN, wo sie weiterhin stimuliert werden und letztendlich wieder tber die Blutgefale
in die Lamina Propria gelangen. Dort differenzieren sie dann zu Plasmazellen aus, die IgA
sekretieren [160]. IgA l&sst sich in die Subtypen IgAl und IgAZ2 einteilen, von denen das
IgA2 meist als Dimer an mukosalen Oberflachen dominiert. Das IgA wird basolateral an

intestinalen Epithelzellen Gber polymere Immunglobulin-Rezeptoren (pIgR) gebunden und
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FcR-abhéngig durch die Zelle auf die apikale Seite transportiert, um dort vom Rezeptor
proteolytisch getrennt und als sekretorisches IgA-Dimer im Lumen aktiv zu werden [201,
202]. Bei Huhnern ist dartber hinaus auch die Freisetzung von IgA Uber den Leber-Gallen-
Weg direkt in den proximalen Dinndarm méglich [203]. IgA kann im Lumen diverse
Funktionen haben, die von der Neutralisierung toxischer Substanzen tber die Blockade der
Adhasion von Pathogenen bis zur Maskierung proinflammatorischer Epitope wie LPS an
Kommensalen reichen [204-206]. Die T-Zellen der Lamina Propria ahneln starker als die IEL
denen im Blut und weisen meist afTCR (95%) sowie CD4- oder CD8-Rezeptoren auf, wobeli
CD4" Zellen tiberwiegen (60-70%) [207]. Naive CD4"-T-Zellen werden nach ihrer initialen
Aktivierung meist pluripotent und sekretieren sowohl die Zytokine IL-4 zur Unterstlitzung der
humoralen Immunantwort und IFNy fiir eine effiziente zelluldre Immunreaktion. Infolge
kontinuierlicher Stimulation Ubernehmen sie festgelegtere Funktionen und sekretieren als
Th1-Zellen groBtenteils IFNy oder als Th2-Zellen IL-4 und IL-13 mit einer eher pro- bzw.
anti-inflammatorischen Wirkung [208].

Auffallig bei den Lamina Propria T-Lymphozyten ist der grof3e Anteil regulatorischer T-
Zellen wie CD25" CD4" Tr-Zellen, CD4" Th3-Zellen, CD4" Tr1-Zellen und CD8 “‘supressor*
T-Zellen [209-211]. Durch die Sekretion diverser Zytokine, vor allem IL-4, IL-10 und TGF,
uben sie ihre regulatorische Funktion in der Lamina Propria aus und wirken suppremierend
auf die Aktivierung von Makrophagen [212, 213]. Eine erhéhte Hemmschwelle zur
Aktivierung im Gegensatz zu Blut-Lymphozyten verhindert zudem eine zu schnelle Reaktion

auf die zahlreichen harmlosen luminalen Antigene [214].

1.4.2. Intestinale Epithelzellen

Epithelzellen des Darms sind eine der ersten Zellen, mit denen Salmonella bei einer Infektion
in Kontakt kommt und die fir die friihe Immunantwort und damit der weiteren Ausbreitung
der Infektion und Pathogenese von Bedeutung sind. Zusétzlich zu ihrer Barrierefunktion und
ihrer Rolle beim Transport von lonen, Nahrstoffen und Antigenen kdnnen sie auch die
Immunantwort entscheidend beeinflussen. Sie besitzen dhnlich wie Makrophagen eine Reihe
von pattern recognition receptors (PRRs), die bei Bindung bakterieller oder viraler Produkte
verschiedene Signalkaskaden aktivieren, welche in der Expression und Sekretion inflam-
matorisch und regulatorisch wichtiger Stoffe wie Zytokine und Chemokine munden [215].
Bislang wurde beschrieben, dass Epithelzellen des Colons bei einer bakteriellen Infektion u.a.
mit einer Induktion der Chemokine IL-8 [216, 217], CCL20 [218] und MCP-1 [219] sowie
der Zytokine TNF-a, IL-1, IL-6, IL-18, TGFp [219-222] und des Wachstumsfaktors GM-CSF
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reagieren [219]. Selbst erkennen sie eine Reihe von Zytokinen wie TNFa [223], IL-1 [224,
225], IL-4 [226], IL-6 [227], IFNy [228] und TGFp1 [229], die u.a. die Defensin-Bildung
stimulieren. Z.T. widerspriichliche Ergebnisse in diesem Rahmen deuten jedoch darauf hin,
dass die Frage der Zytokinexpression und -sekretion von intestinalen Epithelzellen bei
bakteriellen Infektionen schwer zu verallgemeinern ist und haufig von den verwendeten
Zelllinien, Pathogenen und Infektionsdauern abhangig ist. So fanden Jung et al. z.B. keine
erhéhte Expression von IL-1, -2, -4, -5, -6, -10, -12p40 und TGFp1 bei einer S. Dublin
Infektion von T84-Zellen, wohingegen Bahrami et al. deutliche Induktionen von z.B. IL-1a,
IL-6 und TGFp in HT-29 Zellen bei S. Typhimurium Infektion zeigte, Foster et al. bei Caco-2
Zellen wiederum keine IL-1, jedoch eine TGFB1 Induktion erkannten [219, 222, 230].
Nichtsdestotrotz ist davon auszugehen, dass intestinale Epithelzellen neben den klassischen
Immunzellen aktiv zu einer Immunantwort wahrend einer Infektion beitragen und die
Migration beispielsweise von T-Zellen, Makrophagen und PMNSs koordinieren [231, 232].
Zudem produzieren sie Leukotriene und Prostaglandine, die zur Aktivierung der NO-Synthase
in Makrophagen als wichtigem Faktor der Pathogenabwehr beitragen. Nicht zu vernach-
lassigen ist auch die epitheliale Funktion zur Toleranz von Kommensalen im Darm [233]. So
fuhren nicht-pathogene Bakterien eher zu einer Induktion der Zytokine TGFp und IL-10,
welche eine ddmpfende und regulatorische Funktion in der Immunreaktion ausiben [234,
235]. Von Laktobazillen ist zudem bekannt, dass sie die Expression des proinflammatorischen
Zytokins TNFa inhibieren [235].

Um die Einwanderung aktivierter Neutrophilen und die damit verbundene Gewebszerstérung
zu mindern, kénnen intestinale Epithelzellen anti-inflammatorische Lipide, sogenannten
Lipoxine, sekretieren, die zudem die Apoptose von Neutrophilen und deren Abbau durch
Gewebsmakrophagen fordern [236]. Damit tragen sie entscheidend zur Beendigung
inflammatorischer VVorgange im Darm bei.

Desweiteren vermadgen intestinale Epithelzellen, direkt Gber die Expression von MHC (major
histocompatibility complex) Molekulen der Klasse 1 und Il, CD1d, MICA/MICB Antigene an
T-Zellen zu présentieren [237]. Wéhrend einer Inflammation wird die Expression von MHC
Il sogar noch erhéht und steigert damit die Antigenprésentation [238]. Da sie jedoch auch nur
unter inflammatorischen Bedingungen die erforderlichen kostimulatorischen Faktoren wie
CD86 oder reifes IL-18 zur Aktivierung naiver T-Zellen exprimieren, bleibt ihre Wirkung
meist auf Geddachstnis — T-Zellen beschréankt [221, 239].
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1.4.3. Intestinale Makrophagen

Der gastrointestinale Trakt beinhaltet den groRten Pool an Makrophagen im gesamten Korper
und weist neben dem Knochenmark die groRte Makrophagen-Dichte auf [240]. Monozyten
sind die Vorlauferzellen sowohl von intestinalen Makrophagen als auch dendritischen Zellen
und gehen selbst aus Stammzellen des Knochenmarks hervor [241, 242]. Nach einer rund 72-
stindigen Zirkulation im Blukreislauf wandern die Monozyten in die intestinale Mukosa ein.
Fur die Differenzierung in Gewebsmakrophagen mit spezifischen Funktionen ist letztendlich
die Mikroumgebung im jeweiligen Gewebe ausschlaggebend. So sekretieren intestinale
Epithelzellen und Mastzellen unter normalen Bedingungen z.B. TGFf, was eine Differen-
zierung hin zu nicht-inflammatorischen Makrophagen fordert [243]. Strategisch glinstig in
direkter Umgebung eines riesigen Antigen-Reservoirs kommen Makrophagen auch in der
Lamina Propria vor. Ahnlich wie zuvor fiir die intestinalen Epithelzellen beschrieben, fehlen
diesen intestinalen Gewebsmakrophagen unter normalen Bedingungen héufig kostimu-
latorische Faktoren wie CD14, CD40, CD80 oder CD86 [243-245]. So sind sie vor allem
phagozytisch aktiv, bauen fremde Zelltriummer sowie apoptotische Zellen ab und spielen
damit eine wichtige Rolle in der Gewebserneuerung [246], stellen jedoch weniger klassische
Antigen-prasentierende Zellen (APC) mit der Fahigkeit zur Aktivierung naiver T-Zellen dar
[245, 247]. Entsprechend unterbleibt auch die Sekretion proinflammatorischer Zytokine.
Obwohl sie eine Reihe von Rezeptoren fur Chemokine wie IL-8 und TGFp exprimieren,
scheinen sie zudem nicht auf die entsprechenden Signale durch Chemotaxis zu reagieren
[248]. Da intestinale Gewebsmakrophagen nicht migrieren und auch nicht proliferieren [243],
Studien (iber Patienten mit chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen (inflammatory bowel
desease - IBD) jedoch einen groRen Pool an CD14"- Makrophagen in der Darmmukosa
nachwiesen [249, 250], liegt der Schluss nahe, dass wahrend einer Inflammation der Pool von
residierenden Gewebsmakrophagen massiv von Monozyten aus dem Blut ergénzt wird [243,
250]. Dabei reagieren die Monozyten chemotaktisch besonders auf CC-Chemokine, die von
intestinalen Epithel- und Endothelzellen sekretiert werden. Neben maoglicher anderer Faktoren
fuhrt die Anwesenheit von TNFa und IFNy im entziindeten Gewebe, die eine inhibitorische
Wirkung auf den TGFp / Smad Signalweg in Monozyten ausiiben [251, 252], zu einer
Inhibition der Differenzierung, wie sie zuvor fir die intestinalen Gewebsmakrophagen
beschrieben wurde. Damit erhalten die Monozyten neben den Rezeptoren fur Komplement-
faktoren, IgG und CD14 auch ihr Potential zur Expression der proinflammatorischen Zytokine
IL-1, IL-6, IL-12p40 und TNFa [253]. Die zusatzliche Erhohung der Expression der Toll-like
Rezeptoren 2 und 4 flr die Erkennung bakterieller Oberflachenstrukturen [254] und der
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kostimulatorischen Faktoren CD40, CD80 und CD86 ermdglicht eine starke Stimulation von
Zellen des adaptiven Immunsystems wie T- und B-Lymphozyten [255]. Darlberhinaus
besitzen diese Monozyten im Gegensatz zu herkémmlichen intestinalen Gewebsmakro-
phagen TREM-1 (triggering receptor expressed on myloid cells-1), das zur Synthese von
zytotoxischen reaktiven Sauerstoffmolekilen (ROS) wie Superoxid, Wasserstoffperoxid und
Stickstoffmonoxid (NO) notwendig ist [256]. So wird z.B. das intrazellulare Wachstum von
Salmonella deutlich durch die Synthese von NO beeintréchtigt [257, 258]. Die zusatzliche
Synthese von Defensinen, Hydrolasen, Lysozym, dem Eisen-Entzug durch Lactoferrin oder
NRAMP-1 sowie die Ansduerung des Phagosomens flhren letztlich zum effizienten Abttten
der phagozytierten Pathogene. Insgesamt (ibernehmen Makrophagen also eine Vielzahl von
Funktionen, indem sie durch die Sezernierung diverser Wachstumsfaktoren fir die Gewebs-
erneuerung sorgen, Uber die Bildung von Leukotrienen und Prostglandinen die Entziindungs-
vorgénge beeinflussen, andere Immunzellen tber die Sekretion von Zytokinen und

Chemokinen anlocken und stimulieren, Pathogene phagozytieren und intrazellular abtoten.

1.4.4. Pathogenerkennung

Der erste Schritt zur Abwehr eines Pathogens ist seine Erkennung. Als Teil des angeborenen
Immunsystems verfuigen intestinale Epithelzellen und Makrophagen tber ein Arsenal
verschiedener Rezeptoren zur Erkennung von Pathogenen bzw. ihrer Bestandteile (pathogen-
associated molecular pattens, PAMPs), die allgemein als pathogen recognition receptors
(PRR) bezeichnet werden. Neben l6slichen Rezeptoren wie dem Mannan-bindenden Lektin
(MBL) und dem LPS-bindenden Protein (LBP), die Uberwiegend von Hepatozyten sezerniert
und der Opsonisierung bzw. Komplementaktivierung dienen, sind fir die zelluldre Immun-
abwehr insbesondere zellstandige Rezeptoren von Bedeutung. Zu diesen zahlen zum Einen
die flr die Bindung und Phagozytose von Mikroorganismen notwendigen phagozytaren
Rezeptoren wie Scavenger-Rezeptoren oder Makrophagen-Mannose-Rezeptoren auf
Makrophagen, DCs und Neutrophilen als auch Rezeptoren, die bei Ligandenbindung
intrazellulare Signalkaskaden induzieren wie Toll-ahnliche Rezeptoren (TLR), Nod-ahnliche
Rezeptoren (NLR), Dektine, RIG-dhnliche Rezeptoren (RLR) und DNA-Rezeptoren [259].
Da sowohl TLRs als auch NLRs von intestinalen Epithelzellen und Makrophagen exprimiert
werden und in der intestinalen Pathogen-Erkennung in der Literatur als bedeutsam
beschrieben wurden [259], sind diese Rezeptoren in der Folge néher beschrieben und wahrend

dieser Arbeit adressiert worden.
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1.4.5. Pathogen-associated molecular patterns (Flagellin, Peptidoglycan, LPS)

Neben Nukleinsduren gehoren insbesondere Molekdle wie LPS, Peptidoglycan oder Flagellin,
die mit der bakteriellen Zellwand assoziiert sind und in Eukaryonten nicht vorkommen, zu
den wichtigsten Pathogen-Erkennungsfaktoren fir das Wirtsimmunsystem.

Ein groBer Teil der Gram-negativen Zellwand besteht aus Lipopolysacchariden (LPS). Diese
sind zusammengesetzt aus einer Lipid A Region, die in der &uf’eren Membran verankert ist,
einem Kernoligosaccharid und einem O-spezifischen Polysaccharid (O-Antigen) [260]. Dabei
unterscheiden sich Salmonella Serovare insbesondere in der Lange des O-Antigens. Diese
bestimmt nicht nur den Phanotypen (glatte oder raue Isoformen) sondern auch die Resistenz
gegentiber dem Komplementsystem [261-265]. Fir die Erkennung des LPS durch eukaryo-
tische TLRs ist jedoch insbesondere das hochkonservierte Lipid A (auch Endotoxin) von
Bedeutung [266, 267]. Da es eine Vielzahl von Variationen des O-Antigens gibt, wurde eine
mdoglicherweise Serovar-spezifische LPS-Erkennung hier nicht untersucht.

Peptidoglycan (PGN) oder Murein ist ein weiterer Bestandteil der Zellwande sowohl Gram-
positiver als auch Gram-negativer Bakterien und damit hervorragend fur Wirtserkennungs-
mechanismen geeignet. Es besteht aus N-Acetylglucosaminen (GIcNAc) und N-Acetyl-
muramylséuren (MurNACc), die miteinander 3-(1-4)-verknlpft und tber kurze Peptide an der
MurNAc zudem quervernetzt sind. Deren Aminosauren kommen abwechselnd in der D- oder
L-Form vor. Wie alle Gram-negativen besitzt Salmonella an der dritten Stelle des Peptids eine
meso-Diaminopimelinsédure (m-DAP).

Im Wirt kann Peptidoglycan zum einen durch peptidoglycan recognition proteins gebunden
werden, die sowohl intra- als auch extrazellular vorkommen und von denen in S&ugern
bislang vier Klassen bekannt sind (PGRP-L, -S, -1a, -1 bzw. PGLYRP1-4) [268]. Im
Gegensatz zu den Insekten wird den Sduger-PGRPs jedoch eher eine neutralisierende und
effektorische Wirkung als eine signaltransduzierende zugesagt [269]. Da zudem die
Expression und Funktion von PGRPs im Schwein und vor allem im Huhn kaum untersucht
sind, wurden sie in dieser Arbeit nicht adressiert.

Ausschliellich intrazellulér kann Peptidoglycan zudem durch die NLRs NOD1 und NOD?2
gebunden werden und aktiviert dadurch eine Signalkaskade, die tiber NF-xB vorwiegend zur
Expression proinflammatorischer Zytokine fuhrt [270]. So erkennt NOD1 Peptidoglycan-
Motive, die m-DAP enthalten, wohingegen NOD2 weniger spezifisch Muramyldipeptide
(MDP) bindet, die in allen Bakterien zu finden sind. Neben der naheliegenden Relevanz
dieses Mechanismus fur intrazellulér persistierende Pathogene wie Shigella oder Salmonella

rickten durch Aufdeckung wirtsseitiger Transporter flr Peptidoglycan und dessen
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Fragmenten, sogenannten Muropeptiden, auch extrazellulare Pathogene in den Fokus der
Forschung. So wurde in humanen intestinalen Epithelzellen gezeigt, dass die Aufnahme von
Peptiden wie MDP (ber ein apikal vorkommendes Transmembranprotein hPepT1 mdglich ist
und zur Aktivierung eines NOD2-abhangigen Signalweges fiihrt [271], wahrend Swaan et al.
den Transport von y-iE-DAP durch den transmembranéren Transporter hPepT2 in humanen
Lungenepithelzellen nachwiesen, der zu einer NOD1-abhéngigen Sekretion von IL-6 und IL-
8 fuhrte [272]. 2009 deuteten Lee et al. auBerdem auf eine Rezeptor-vermittelte Endozytose
von Peptidoglycan hin, die ebenfalls eine Aktivierung von NOD bewirkt [273]. Zudem wurde
gezeigt, dass einige Bakterien wie E. coli, N. gonorrheae und Shigella im Laufe ihrer
Peptidoglycan-Remodellierung Muropeptide vor allem im Periplasma akkumulieren, z.T.
jedoch auch ausscheiden, so dass eine Erkennung nicht notwendigerweise direkt am
Bakterium bzw. in Abhangigkeit eines Verdaus erfolgen muss [274-276]. Diese Exkretion
konnte durch Deletionen bakterieller Gene fur das Peptidoglycanrecycling (ampG, mppA)
noch verstarkt werden [274]. Fir H. pylori wurde sogar eine aktive T4SS-abhéangige Injektion
von PGN in das Wirtszellzytosol gezeigt, was neben der Funktion des Peptidoglycan fiir die
Wirtszelle auch eine nitzliche Rolle fiir das Pathogen nahelegt [277]. Dass Peptidoglycan
nichtsdestotrotz auch intrazelluldar hydrolysiert wird, zeigten Quintela et al. in Epithelzellen
[278]. Woher jedoch die verantwortliche Amidase stammt, ist unklar. Mdglicherweise kénnte
hier eine Wechselwirkung mit der Amidaseaktivitét einiger PGRPs zum Tragen kommen.
Ebenso ungeklart ist die Frage, wie die Fragmente im Falle von Salmonella letztendlich die
Membranen der SCV (berwinden, um so im Zytosol erkannt zu werden. Betrachtet man
jedoch eine Population infizierter Immunzellen, so wird es immer einige geben, in denen
Salmonella nicht tiberlebt hat und so Opfer eines Verdaus geworden ist, der zu der
beschriebenen NOD-Erkennung fiihrt und damit ausreicht, insgesamt zu einer Inflammation
zu fihren. Wie wichtig der Verdau von Bakterien in Immunzellen fiir die NOD-Aktivierung
und die Einleitung inflammatorischer MaBnahmen ist, zeigte eine kirzlich veroffentlichte
Arbeit, die Peptidoglycan-Polymeren infolge eines lysosomalen Abbaus eine starker
aktivierendere Wirkung nachwies als Monomeren wie MDP [279].

Eine membranstandige Komponente motiler Bakterien sind die Flagellen. Sie sind
groltenteils aus 55 kDa grofRen Flagellin-Monomeren, codiert durch die Gene fliC und fljB,
zusammengesetzt [280]. Bakterielles Flagellin wird jedoch nicht nur in Flagellen eingebaut,
sondern auch durch Salmonella SPI1-abhéangig als Effektor in die Wirtszelle sekretiert.
Dadurch kann es sowohl extrazellular auf TLRS5 als auch intrazelluldr auf die NLRs Ipaf
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(NLRC4) und NAIP5 wirken [281-283]. In mehreren Verdffentlichungen wurde es als starker
Aktivator der Inflammation polarisierter Epithelzellen beschrieben [284, 285].

Inwiefern die Expression von Flagellin und die Ausbildung von Flagellen fir Salmonella
gunstig sind, ist umstritten und durfte auch stark von der Infektionsphase abhangen. So wurde
beschrieben, dass Salmonellen SPI-2 abh&ngig eine Transzytose von Flagellin auf die baso-
laterale Seite epithelialer Zellen induzieren und somit eine Inflammation unabh&ngig von der
Invasion stimulieren [286]. Zudem erfolgt nach einer Infektion von Makrophagen SPI-1
abhangig eine Sekretion von Flagellin in das Zytosol, um pyroptotische VVorgange einzuleiten
[283]. Auf der anderen Seite gibt es Bakterien wie H. pylori und C. jejuni, die der Erkennung
von Flagellin durch PRRs entkommen, indem sie ein Flagellin ohne immunstimulatorische
Eigenschaften bilden [287-290]. Mit einem &hnlichen Ziel reprimiert der systemische human-
adaptierte Erreger S. Typhi nach einer Infektion von Epithelzellen seine Flagellin-Expression
mit Hilfe des Regulators TviA [291]. Eines der wenigen Beispiele nattrlich vorkommender
nicht-motiler Serovare ist S. Gallinarum, das speziell in Geflugel sehr erfolgreich ist. Es
besitzt zwar das Gen fur das Phase | Flagellin, fliC, das sogar identisch mit dem von S.
Enteritidis ist, exprimiert es jedoch nicht (kryptisches Gen). Im Gegensatz dazu besitzt sein
Biovar S. Pullorum 3-4 Subsitutionen im Gen, die eine Unterscheidung der beiden Biovare
ermoglicht [292, 293]. Es gibt also sowohl Beobachtungen und Griinde fur eine Flagellin-
Expression und die damit verbundene Immunstimulation als auch dagegen. Inwiefern diese

Beobachtungen Wirts- oder Serovar-spezifisch relevant sind, ist bislang ungeklart.

1.4.6. Toll-like Rezeptoren (TLRs)

Fur die Erkennung pathogener Mikroorganismen u.a. anhand der zuvor beschriebenen
PAMPs und der Verknlipfung von angeborenen und adaptiven Immunreaktionen sind die
Toll-&hnlichen Rezeptoren essentiell. Da sie tiberlebenswichtige Funktionen Gbernehmen,
kommen sie stark konserviert vor und werden auf Keimbahnebene vererbt. Ihre Entdeckung
geht auf das Jahr 1991 zurick, als Gay et al. die Homologie des humanen IL-1 Rezeptors mit
dem Transmembranprotein Toll der Fruchtfliege Drosophila beschrieben, das bislang nur fir
seine Rolle in der Embryogenese bekannt war [294]. TLRs sind danach Typl Transmembran-
proteine mit einer zytoplasmatischen und extrazellularen Doméane [295]. Da die zytoplasma-
tische Doméne der des IL-1R ahnelt, wird sie als Toll/IL-1R (TIR) Domé&ne bezeichnet. Die
rund 200 Aminosauren-grofie Doméne kann in drei Bereiche eingeteilt werden, wobei Box 1
die Sequenzsignatur der jeweiligen Rezeptorfamilie tragt und die Boxen 2 und 3 fur die
Signallibertragung verantwortlich sind [296]. Extrazellulér besitzen TLRs leucine-rich
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repeats (LRRs), die aus 19 -25 Wiederholungssequenzen von je 20 — 30 Aminosduren-Lange
zusammengesetzt und fur die PAMP-Erkennung verantwortlich sind [297, 298].

Bislang wurden 13 verschiedene TLRs in Saugern beschrieben, von denen zehn im Menschen
vorkommen. TLR 7,8 und 10 kommen nicht in Mé&usen vor, wohingegen TLR 11, 12 und 13
nicht im Menschen exprimiert werden [299]. Alle TLRs erkennen distinkte Faktoren von
Pathogenen wie Viren, Pilzen, Protozoen und Bakterien (PAMPS), aber auch Stress-
assoziierte Faktoren z.B. infolge von Gewebsschadigungen (Damage-associated molecular
patterns, DAMPs) (siehe Tabelle 3). Die Liganden fur die TLRs 10 — 13 sind bislang
unbekannt. TLRs kommen ubiquitér im Organismus auf Epithelzellen, Makrophagen, DCs,
Neutrophilen, T-Zellen und Endothelzellen vor, doch ist ihre Expression insbesondere im
Epithelgewebe besonders in Hinsicht auf den standigen Kontakt zu Mikroorganismen in der
Umwelt stark reguliert [300]. So liegen bestimmte TLRs wie TLR5 nur auf der basolateralen
Seite polarisierter intestinaler Epithelzellen, um eine Uberstimulation infolge des starken
mikrobiellen Kontakts beispielsweise im Darmlumen auf der apikalen Seite zu vermeiden und
proinflammatorische Signale nur infolge einer Invasion oder Gewebsschédigung zu erzeugen
[284, 301, 302]. Zudem kdnnen intestinale Epithelzellen unter Einfluss von LPS das Toll-
interacting protein (TOLLIP) exprimieren, welches die Funktion der TLRs 2 und 4 inhibiert
und so zum Ph&nomen der LPS Toleranz beitragt [303, 304]. Hinzu kommt eine
Kompartimentierung der TLRs, so dass z.B. TLRs 3, 7, 8, 9 und 13 meist ausschlielich
intrazellular z.B. in Endosomen vorkommen, wohingegen die tbrigen TLRs in der
Zytoplasmamembran eingelagert werden. Damit ermdglichen sie die Erkennung von viralen
und bakteriellen Nukleinséuren, die vor allem intrazellular ein Problem darstellen [305-308].
TLRs kommen meist als Homo- oder Heterodimere vor. Bei Bindung von PAMPs oder
DAMPs an die LRRs der TLRs kommt es zur Dimerisierung und zu einer Signaltrans-
duktion, die Uber zwei Wege verlaufen kann — myeloid differentiation factor 88 (MyD88)-
abhangig oder unabhéngig. Bis auf TLR3 konnen alle TLRs MyD88-abhangige Signalwege
induzieren [309]. AuRer MyD88 sind vier weitere Adaptormolekiile dabei von Bedeutung, die
uber eine eigene TIR-Domaéane mit der der TLRs interagieren: das TIR-associated protein
(TIRAP), das TIR domain-containing adaptor protein-inducing IFN-g (TRIF), das TRIF-
related adaptor molecule (TRAM) und SARM [296]. So flihren Signalwege iber MyD88 und
TIRAP meist von TRL2 und TLR4 aus zur Phosphorylierung von Mitgliedern der IL-1
receptor-associated kinase (IRAK) Familie, die daraufthin mit dem TNF-receptor-assoziated
factor 6 (TRAFG) assoziieren. TRAF6 bildet einen Komplex mit Ubiquitin-konjugierenden
Enzymen und aktiviert die TGFB-aktivierte Kinase 1 (TAK1), die iber eine Aktivierung des
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regulatorischen NF-«B essential modulator (NEMO) letztlich eine Aktivierung des
Transkriptionsfaktors nuclear factor-«B (NF-xB) und so u.a. die Expression proinflam-
matorischer Zytokine wie TNFa, IL-1p, IL-12p40 und IP-10 bewirken [309, 310]. Alternativ
kann es jedoch auch von TAKL1 aus zur Aktivierung weiterer mitogen-activated protein
kinases (MAPK), insbesondere p38 und der JUN N-terminalen Kinase (JNK) kommen, die
dann den Transkriptionsfaktor activator protein-1 (AP1) als Hetero- oder Homodimer aus
Mitgliedern der Jun (c-Jun, JunB, JunD) und Fos Familie (c-Fos, Fos B, Fra-1, Fra-2)
aktivieren [311]. Im Gegensatz dazu fihren TRIF und TRAM von TLR3 und TLR4 aus zur
Aktivierung des Transkriptionsfaktors IFN regulatory factor 3 (IFN3), der die Expression von
Typ | Interferonen induziert [312-315]. SARM wurde als erster negativer Regulator der NF-
kB - und IRF3 - Aktivierung beschrieben, indem es TRIF bindet und so der
Signaltransduktion entzieht [316].

Rezeptor Liganden Spezies Referenz
TRL1/2, Lipopeptide, Bakterien, Pilze, Parasiten [317, 318]
TLR2/6 Lipoteichons&uren,

Lipoarabinomannan,
Peptidoglycan,
Zymosan, Mannan
TLR3 dsRNA, Polyinosin-  Viren [306]
deoxycytidylsaure
TLR4 (LBP, @ LPS, Mannan, Hsp60, Bakterien, Viren, Parasiten, [318, 319]

CD14, MD2) p-Defensinen, env endogene Stressfaktoren
Proteine, Fibronectin,
Heparansulfat,
Hyaluronfragmente,
Fibrin, GPI Anker

TLR5 Monomeres Flagellin = Bakterien [280]

TLR7 SSRNA, Viren [307]
Imidazoquinolone

TLRS8 SSRNA, Viren [307]
Imidazoquinolone

TLR9 Unmethylierte CpG-  Bakterien, Viren, Parasiten [318, 320, 321]

Motive, Hdmozoin

Tabelle 3: Humane Toll-like Rezeptoren mit den wichtigsten Liganden

Fir eine Infektion mit Salmonella sind insbesondere die TLRs 2, 4, 5 und 9 von Bedeutung,
wobei die Funktion von TLR4 die dominierende zu sein scheint [322]. Dementsprechend
wurden in dieser Arbeit S. enterica Mutanten mit Gendeletionen hergestellt, die einen Teil

eben dieser Rezeptoren adressieren.
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1.4.7. NOD-like Rezeptoren (NLRs)

Die 23 (Menschen) bzw. 34 (Maus) Mitglieder der Familie der NOD-&hnlichen Rezeptoren
fungieren als zytosolische mikrobielle Sensoren [323]. Strukturell bestehen sie aus N-
terminalen Pyrin-Domanen (PYD) oder caspase-activating and recruitment domains
(CARD), die fir die Rezeptorbindung verantwortlich sind. Zudem besitzen sie eine zentrale
nucleotide-binding and oligomerization domain (NOD) zur Selbstoligomerisation bei
Aktivierung sowie C-terminal LRRs &hnlich wie TLRs zur Ligandenbindung [324]. NLRs
ubernehmen durch Aktivierung von NF-kB und MAPK spezifische Funktionen in der
Immunantwort wie der Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und antimikrobieller
Peptide, kdnnen jedoch auch in Kombination mit TLRs z.B. bei der Synthese der proinflam-
matorischen Zytokine IL-1f und IL-18 sowie der Pyroptoseinduktion wirken [325, 326].
Dabei kommt es zur Stimulation von NLR-Multiproteinkomplexen, sogenannten
Inflammasomen, die mit Pro-Caspase-1 interagieren. Nach Proteolyse zu Caspase-1 kann
diese die Zymogene pro-I1L-1p und pro-1L-18 in ihre aktive Form spalten. Die am besten
beschriebenen NLRs sind NOD1 (CARD4) und NOD2 (CARD15), die bestimmte Motive des
Peptidoglycans der bakteriellen Zellwand erkennen [327] (siehe 1.4.5). So wurde fur NOD1
eine wichtige Rolle in der Abwehr von Salmonellen durch DCs der Lamina Propria und der
anschlieRenden systemischen Ausbreitung gefunden [328], fir NOD2 u.a. eine antimikro-
bielle Rolle bei der Salmonelleninfektion von Epithelzellen nachgewiesen [329]. Zwei
weitere NLRs, Ipaf (NLRC4) und NAIP5 erkennen u.a. bakterielles Flagellin und werden im
Gegensatz zu NOD1 und NOD?2 in Inflammasomen aktiv [281, 330]. Obwohl Ipaf - defiziente
Makrophagen in vitro Defekte in der Aktivierung der Caspase-1 und Pyroptose zeigten [331],
konnte in vivo in Mausen keine erhdhte Suszeptibilitat fir S. Typhimurium gefunden werden
[332]. Kombinierte Deletionen von Ipaf und NLRP3, das eine bislang unbekannte T3SS-
unabhangige Komponente von S. Typhimurium erkennt, ergaben dagegen eine erhéhte
Suszeptibilitat von Mdusen, so dass Ipaf eher eine additive Wirkung zugeschrieben wird
[333].
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Abbildung 2: Erkennung von Salmonella-assoziierten molekularen Mustern durch Toll- und NOD-&hnliche Rezeptoren
(TLR, NLR) mit den anschlieRenden Signalwegen. Die Aktivierung aller fir die Salmonellenerkennung wichtigen TLRs
sowie NOD-Rezeptoren kann Uber die Interaktion mit MyD88 und TRAF6 zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-xB
und AP-1 flhren, die firr die Expression inflammatorisch wichtiger Zytokin- und Chemokine entscheidend sind. Die
intrazelluldre Ipaf / NAIP5-Erkennung von Flagellin tragt zur Prozessierung der Vorlaufer fir die proinflammatorischen
Zytokine IL-1p und IL-18 bei.
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1.4.8. Das NF-kB Signalling

Sowonhl die Aktivierung zahlreicher TLRs als auch fiir die Abwehr bakterieller Pathogene
wichtiger NLRs wie NOD1 und NOD2 fuhren letztlich zu einer Aktivierung des
Transkriptionsfaktors nuclear factor-«B (NF-kB). Aufgrund dieser zentralen Rolle in der
Erkennung von Bakterien und der Einleitung diverser Malnahmen zur Immunabwehr wurde
NF-kB in dieser Arbeit genutzt, um eine immunrelevante Aktivierung der Wirtszellen
nachzuvollziehen.

Die Familie der NF-kB Proteine besteht in Saugern aus funf Mitgliedern: c-Rel, RelA (p65),
RelB, NF-kB1 (p50) und NF-kB2 (p52). Letztere werden aus den Vorlaufern p105 bzw. p100
gebildet. Alle besitzen eine konservierte Rel-homology domain (RHD), die eine Translokation
in den Zellkern sowie eine DNA-Bindung vermittelt. AuRerdem ist sie notwendig zur Bildung
von Hetero- und Homodimeren aus den einzelnen Familienmitgliedern [334]. In dieser
dimeren Form kommt NF-kB ubiquitdr vor und ist normalerweise durch die Bindung von IxB
im Zytosol inaktiviert. Bislang sind acht Mitglieder der IkB-Familie bekannt (IxBa, IxBS,
IxBy, IkBe, kB, Bcl-3, p105, p100), die als gemeinsames Merkmal tber C-terminale
ankyrin repeats verfiigen [335]. Die Aktivierung von NF-kB kann auf zwei Wegen erfolgen,
dem klassischen (kanonischen) und dem alternativen Weg. Durch einen externen Stimulus
wie der Aktivierung von PRRs, proinflammatorischer Zytokinrezeptoren usw. phosphoryliert
klassischerweise ein Komplex aus den IxB-Kinasen IKKa, IKK und dem regulatorischen
NF-xB essential modulator (NEMO oder IKKYy) IxB und markiert es damit fiir die folgende
Ubiquitinylierung und Degradation [336]. Wahrend des selteneren alternativen Weges fuihren
Zytokine wie Lymphotoxin 3 oder CD40 zur C-terminalen Ubiquitinylierung von p100, das
zu einem partiellen Abbau des Precursors in das aktive p52 fihrt [335]. Nach Dissoziation
von IkB bzw. Spaltung von p100 / p105 transloziert NF-kB in den Zellkern und reguliert die
Expression von mehr als 150 Genen mit sogenannten kB-Bindungsstellen von 9-11 bp L&nge,
die in Inflammation, Apoptose, Zellwachstum und -differenzierung involviert sind [337, 338].
Diese Aktivierung von NF-kB kann innerhalb von 10 min bis zur DNA-Bindung sehr schnell
erfolgen und gewahrleistet damit im Falle einer Infektion eine umgehende Reaktion [339].
Unter homeostatischen Bedingungen tragt NF-xB der Aufrechterhaltung der Barrierefunktion
bei, indem es auf Epithelzellen antiapoptotisch wirkt [340-342]. So fiihrte die Deletion von
TLR5 in Mdusen bzw. die Deletion von Flagellingenen in Salmonella zu einer verzdgerten
intestinalen Inflammation und verstarkter Gewebszerstorung wahrscheinlich infolge der
verringerten Aktivierung von NF-«B [343]. Auf der anderen Seite bewirkt eine Aktivierung

von NF-«xB die Expression proinflammatorischer Zytokine z.B. durch Makrophagen, die
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wiederum proinflammatorisch und -apoptotisch auf Epithelzellen wirken.

Viele Pathogene greifen in den Mechanismus der NF-kB Aktivierung insbesondere iber
dessen posttranslationale Modifikationen ein, um so die proinflammatorischen Funktionen zu
blockieren. So inhibiert Y. pseudotuberculosis mit Hilfe des Virulenzfaktors YopJ mit NF-«B,
ERK, JNK und p38 gleich mehrere Wege zur Synthese proinflammatorischer Zytokine [344,
345]. Ein YopJ-ahnliches Protein wurde mit AvrA auch in Salmonella gefunden. Eine
ahnliche NF-kB-inhibitorische Aktivitat ist jedoch umstritten und wird evtl. durch eine
starkere Blockade des JINK-Signalweges Uberschattet [346-348]. Ebenfalls deubiquitiny-
lierend wirkt ein weiterer Salmonella Effektor, SseL (Salmonella secreted effector L).
Entsprechende Mutanten fuhrten in Mé&usen zu erhéhter Inflammation und Gewebszerstérung,
die dadurch erklart wurde, dass die proinflammatorische Wirkung des NF-«xB die anti-
apoptotische tberwog [349]. NF-kB kann also durchaus entgegengesetzte Wirkungen
erzielen, die in Abhéangigkeit der Stimuli und involvierten Zelltypen zu verschiedenen
Krankheitsbildern fuhren.

1.4.9. Zytokine und Chemokine

Zytokine sind kleine sekretierte Peptide oder Glykoproteine mit einer kurzen Halbwertszeit
und entsprechend geringer Reichweite im Gewebe [350]. Zu einer Expression und Sekretion
kommt es ausschliellich bei Bedarf z.B. infolge einer TLR- und / oder NLR-Aktivierung
wahrend einer Salmonelleninfektion sowohl in Makrophagen als auch intestinalen
Epithelzellen [351, 352]. Sie wirken als endogene Mediatoren autokrin, exokrin oder endokrin
lokal begrenzt auf Inflammation und Hematopoese. Zu den Zielzellen von Zytokinen gehdren
vor allem Immunzellen wie T- und B-Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen, DCs,
Granulozyten, aber auch Epithel- und Endothelzellen. Bei Bindung der Zytokine an die
jeweiligen Zytokin-Rezeptoren der Zielzelle werden second-messenger, meist Tyrosin-
kinasen, aktiviert, die auf die Genexpression wirken. Dadurch kdnnen zahlreiche VVorgange
der Zelle wie Zellwachstum, Differenzierung, Proliferation sowie Expression von Membran-
proteinen wie TLRs und Effektormolekiilen wie Zytokinen beeinflusst werden.

Als Chemokine werden chemotaktisch wirkende Zytokine bezeichnet, die man entsprechend
der Anordnung der Cysteine am N-Terminus in CC und CXC-Typen einteilt [353].
Vereinfacht ziehen CC-Chemokine vor allem mononukleére Zellen an, wohingegen CXC
Chemokine Neutrophile und Lymphozyten beeinflussen.

In Anlehnung an die Wirkung hinsichtlich der Polarisierung von T-Helferzellen 1&Rt sich die

durch Zytokine vermittelte Immunantwort in eine Th1l- und Th2-Immunantwort einteilen. Die
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bei einer Th1-Antwort beobachteten Zytokine wie IFN-y, IL2, IL12 und IL18 fithren im
Rahmen einer Proinflammation zu einer Aktivierung von Makrophagen, NK-Zellen und
anderen T-Zellen sowie zu einer Vasodilatation und erhéhten Durchlassigkeit der
GefaBwande, so dass die Einwanderung weiterer Immunzellen und immunrelevante Faktoren
in das entzlindliche Gewebe erleichtert werden. AulRerdem wird Fibrin gebildet, das zur
lokalen Limitierung der Inflammation beitréagt.

So ist fiir eine Infektion von Epithelzellen z.B. die Induktion von CXC-Chemokinen wie IL-8,
GROa,B,y und IP-10, CC Chemokinen wie MCP-1, MIP-1p und RANTES, der
Wachstumsfaktoren G-CSF und GM-CSF sowie der Zytokine IL-6 und TNFa beschrieben
worden [352]. Makrophagen reagieren auf eine Infektion durch Salmonella in &hnlicher
Weise Uberwiegend proinflammatorisch mit einer Expression der Chemokine MIP-1a, 3, KC
und MIP-2 sowie einer Vielzahl von Zytokinen wie TNFa, IL-1a, -1p, IL-6, IL-12 und IL-18.
Der Knockout der entsprechenden Gene in Mdusen resultierte in einer wesentlich hoheren
Suszeptibilitdt und begrenzten Moglichkeit zur Abwehr der Infektion [354].

Dagegen beinhaltet eine Th2-Antwort das Auftreten von Zytokinen wie IL-4, -5, -6, -10, -13
und TGF, die zum einen der Proliferation von B-Zellen und damit der humoralen Immun-
antwort dienen, zum anderen auf Makrophagen und T-Zellen eine eher hemmende und damit
antiinflammatorische Wirkung haben. Durch diese komplexe Regulation der verschiedenen an
einer Inflammation beteiligten Zelltypen stellen Zytokine ein herausragendes koordinierendes
Netzwerk von Signalen zur Bewaltigung einer Infektion dar, dass letztendlich zwischen
Toleranz und volliger Zerstérung entscheidet.

Ein Ubersichtsartikel zur Rolle der Auspragung der Immunantwort nach einer Salmonellen-
infektion weist darauf hin, dass eine proinflammatorische Th1-Antwort insbesondere in
frihen Infektionsphasen dem schnellen Abtéten der Pathogene, eine antiinflammatorische
Th2-Antwort eher der Ausbreitung und Persistenz von Bakterien zutrdglich zu sein scheint
[300]. So zeigen Defekte im IFN-y / IL-12 Signalweg oft eine Assoziation mit der Persistenz
und einem fatalen Ausgang bei Infektionen mit Mykobakterien und Salmonellen [300, 355].
Mit zunehmender Dauer der Persistenz scheint sich jedoch ein Wechsel zu vollziehen, so dass
mehrere Studien von einer effektiveren Beseitigung der Infektion in einem Th2-Umfeld als
unter Th1-Bedingungen berichten. Vermutlich flhrt eine Zunahme bakteriellen Wachstums in
den Makrophagen unter Th2-Einfluss zu einem verstérkten Ausscheiden der Bakterien in den
extrazellularen Raum, wo sie umgehend durch Antikorper und antimikrobielle Faktoren
gebunden und abgeto6tet werden [356]. Demnach scheint die Balance zwischen pro- und

antiinflammatorischer Antwort abhangig von der intrazellularen Keimzahl zu sein. So werden
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im fruhen Infektionsstadium invasive Bakterien infolge des hohen proinflammatorischen
Zytokinlevels und Aktivierungsstatus von Makrophagen, Neutrophilen und T-Zellen als
Resulat der starken bakteriellen Belastung abgetétet. Sobald die Zahl intrazelluldrer Bakterien
deutlich reduziert wurde, wechselt die Immunantwort in Richtung Antiinflammation und tragt

damit zur Limittierung der Infektion bei [300].

1.5. Pathogenese enterischer Salmonellosen

Salmonellen werden meist, wie zuvor beschrieben, Uber die Nahrung oder Wasser oral
aufgenommen und massen dann zuerst eine Reihe unspezifischer Wirtsabwehrmechanismen
uberwinden, um letztendlich in eine vermeintlich sichere intrazellulare Umgebung zu
gelangen. Die erste Barriere stellt der Magen dar, wo die Bakterien mit einem niedrigen pH-
Wert zwischen 4 - 5 konfrontiert werden. Verdanderungen in diesem Bereich z.B. durch eine
Dysplasie, Gastritis, durch Magenkrebs oder Hypochlorhydrie, aber auch magenséure-
hemmende Medikationen erh6hen das Risiko einer gastrointestinalen Infektion [357-359].
Zudem fihrt der niedrige pH-Wert zur Anreicherung des Magensaftes mit reaktiven
Stickstoffspezies (RNS), die auch bei der Bakterien-Abwehr durch aktivierte Makrophagen
eine wichtige Rolle spielen [360, 361]. Salmonellen haben wie die meisten anderen Entero-
bakterien Mechanismen entwickelt, um diese sauren Bedingungen zu tiberleben. Dabei
kommt es zur Aktivierung eines komplexen genetischen Programmes, das als acid tolerance
response (ATR) bezeichnet wird. Das ATR ist assoziiert mit der Expression von mehr als 50
Saure-Shock Proteinen (ASPs), die ein kurzfristiges Uberleben auch bei pH-Werten um 3,0
ermoglichen und in unterschiedlicher Zusammensetzung in Abhangigkeit der bakteriellen
Wachstumsphase exprimiert werden [362, 363]. Die Regulation in logarithmisch wachsenden
Bakterien zum Schutze vor organischen Sauren erfolgt tiber den alternativen Sigmafaktor ¢°
(codiert durch rpoS) [364] sowie den Eisenaufnahme-Regulator Fur [365], wohingegen das
Zweikomponentensystem PhoPQ den Schutz gegen anorganische Séuren gewahrleistet [366].
Wahrend der stationdren Phase reguliert OmpR den S&ureschutz [367]. Die RNS wiederum
fUhren zu einer Inhibition des PhoPQ-abhangigen Saureschutzes [368], was die Komplexitat
der Wirts-Pathogen-Interaktionen bereits zu diesem friihen Zeitpunkt der Infektion
verdeutlicht.

Trotz derartiger Anpassungsmalinahmen wird wahrend der Magenpassage ein GroRteil der
Bakterien abget6tet. Studien in Mdusen zeigten, dass nur etwa 1% des Inokulums die
Magenpassage uberlebt [369]. Diese Zellen gelangen in den Dinndarm, wo sie weiteren

unspezifischen AbwehrmaRnahmen des Wirts wie Verdauungsenzymen, Gallensalzen,
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sekretorischer Antikorper (IgA) und antimikrobiellen Peptiden widerstehen missen [370-
373]. Zudem muss der durch Goblet- oder Becherzellen gebildete mukosale Schleim
uberwunden werden. Untersuchungen mit unterschiedlich wirtsadaptierten Serovaren zur
Persistenz im Mucus ergaben keine Unterschiede, so dass dieser nicht tiber die Wirtspezifitat
entscheidet [59]. Hinzu kommt die intensive Konkurrenz zwischen Pathogenen und
Kommensalen, die z.T. selbst antimikrobielle Stoffe wie Bakteriozine sekretieren, hinsichtlich
der verfligbaren freien Oberflachen und Nahrstoffe [374, 375]. So werden 80% der
Salmonellen direkt wieder ausgeschieden, 15% verbleiben etwas langer im Darmlumen und
nur 5% invadieren letztendlich das intestinale Epithel im Bereich des Follikel-assozierten
Epithels (FAE), aber auch im Caecum und Jejunum [369]. Die Adhasion wird dabei tiber
nicht-fimbridre Adhéasine wie SiiE und BapA [376, 377], Autotranporter Adhdsine wie ShdA,
MisL und SadA oder Fimbrien vermittelt [378-380]. Fimbrien wie auch nicht-fimbriare
Adhaésine binden Uber das Lektin an ihrer Spitze Oligosaccharide von Glycolipiden und
-proteinen wie Fibronectin oder Laminin als Bestandteil der extrazelluldaren Matrix [379, 381-
383]. In Salmonella sind Stamm-abhéngig mindestens 20 verschiedene Loci fiir Fimbrien
bekannt [384], von denen die Typ 1 Fimbrien (Fim) fir die Bindung an Enterozyten [385], die
long polar fimbriae (Lpf) fur die Bindung an microfold (M-) Zellen [386] und die plasmid-
encoded fimbriae (Pef) sowie thin aggregative oder curli fimbriae (Tafi) flr die Bindung an
Epithelzellen in vitro beschrieben wurden [387, 388].

Die anschlieBende Invasion erfolgt zum einen durch die Phagozytose CD18" dendritischer
Zellen (DCs), die sich zusammen mit Makrophagen unterhalb des Epithels in der Lamina
Propria befinden und Pseudopodien in das Lumen strecken [182, 389] (siehe 1.4.1). Der
zweite Weg erfolgt Uber die M-Zellen des lleums [390]. Mit einer Dauer von nur 10 min ist
die Transzytose tiber M-Zellen sehr schnell und effektiv und stellt damit die Haupteintritts-
pforte fur Salmonellen dar [391]. Die dritte M6glichkeit erfolgt aktiv tiber eine Bakterien-
vermittelte Makropinozytose in nicht-phagozytierende Enterozyten. Nachdem die Bakterien
an die Wirtszelle adhdariert sind [380], werden Kontakt-induziert (iber ein Typ-3-Sekretions-
system (T3SS), das auf der 40 kb grolRen Salmonella Pathogenitétsinsel 1 (SPI-1) codiert ist,
Effektoren in die Zelle sekretiert [392-394]. Das T3SS ist evolutionédr eng mit dem flagellaren
Exportsystem verwandt und bildet aus mehr als 20 verschiedenen Proteinen in ahnlicher
Weise eine Nadel (needel complex, NC), die die Briicke zum Wirtszellzytosol bildet, sowie
das Translokon, das in der Wirtszellmembran eine Pore zur Translokation der Effektoren
formt [395, 396]. Die Effektoren besitzen haufig ein N-terminales Translokationssignal sowie

Bindungssequenzen fiir spezifische Chaperone, die sie stabilisieren und zum NC
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transportieren [397, 398]. Fur eine erfolgreiche Invasion sind mindestens sechs verschiedene
Effektoren notwendig. Salmonella outer protein SopB, SopE, SopE2 induzieren durch
Aktivierung der Rho GTPasen Cdc42, Racl und RhoG des Wirts ein Rearrangement des [3-
Aktin Zytoskeletts [399-401] wéhrend Salmonella invasion protein SipA und SipC die Aktin-
Polymerisation und Stabilisierung der neugebildeten Filamente unterstiitzen [402, 403], so
dass es zu einem Anrauen der Zellmembran, dem sogenannten membrane ruffling, und einem
Umschliessen der Bakterien mit der Wirtszellmembran kommt [404]. Die Fission der
Membranen und die daraus folgende Bildung von Phagosomen, sogenannter Makropino-
somen, wird von SopD untersttzt [405]. Kurz nach der Aufnahme fiihrt die Tyrosin-
phosphatase SptP in einem entgegengesetzten Prozess zu SopE und SopE2 zur Aktivierung
der GTPase Aktivitat von Cdc42 und Racl und stellt so den Urzustand des Zytoskeletts
wieder her [406]. Da SptP im eukaryotischen Zytosol eine langere Halbwertszeit als SopE /
E2 aufweist, lassen sich die kontraren Prozesse temporal regulieren [407].

Neben der Invasion der DarmMukosa ber den transzelluldaren Weg besitzt Salmonella die
Fahigkeit, tight junctions zu zerstéren und so auch ber den parazellularen Weg in das
Epithelgewebe zu gelangen. Diese Stérung der Barrierefunktion der tight junctions bedeutet
zudem eine ungeregelte Durchlassigkeit fur Wasser und lonen, was zur Einleitung der
Diarrhoe beitragt [408]. Neben seiner Funktion fur die Invasion spielt das Effektorprotein
SopB in diesem Zusammenhang auch eine wichtige Rolle [409]. Durch seine Phosphatase-
Aktivitat fuhrt es zu einem Konzentrationsanstieg von D-myo-Inositol-1,4,5,6-Tetraki-
phosphat, welches die zelluldre Ca**-abhangige Chloridsekretion stimuliert, und zum Abbau
von Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat als Inhibitoren der Chloridsekretion. Die Folge
ist ein Flussigkeitsverlust, der zur Diarrhoe flhrt [401, 410, 411].

Nach Aufnahme der Salmonellen im Makropinosom verengt sich dieses so stark, dass die
Bakterien direkt an der phagosomalen Membran anliegen. Durch ein zweites T3SS, das auf
der 40kb groRen Salmonella Pathogenitétsinsel 2 (SP12) codiert wird, kdnnen nun weitere
Effektoren tGber die Membran in die Wirtszelle sekretiert werden, die u.a. in die endo-
zytischen Transportwege eingreifen [412, 413]. Das daraus resultierende Phagolysosomen
wird nunmehr als Salmonella-containing vacuole (SCV) bezeichnet. Als Hinweis auf eine
dynamische Interaktion zwischen dem zelluldren Recyclingmechanismus und dem SCV
kommt es zu einer Anlagerung biochemischer Marker friher Endosomen wie EEA1 (early
endosomal antigen 1), dem Transferrin-Rezeptor (TR), sowie der GTPasen Rab5 und Rab11
[414, 415] sowie zu spateren Zeitpunkten auch von Rab7, LAMP1 (lysosomal associated
membrane protein 1), LAMP2, LAMP3 und der vakuoléren ATPase als Marker spater
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Endosomen [413, 416, 417]. Im Gegensatz zu Infektionen mit anderen intrazelluléren
Pathogenen wie M. tuberculosis, die eine Azidifikation unterbinden [418], féallt in der SCV
der pH auf 5 — 6 [419]. Die niedrigen pH-Werte, niedrige Mg?*-Konzentrationen und eine
verénderte Osmolaritét in der SCV werden durch verschiedene regulatorische Sensor-
molekile, meist Zweikomponentensysteme wie PhoP/PhoQ und OmpR/EnvZ, erkannt und
induzieren eine Reihe SPI-2 codierter Gene [420-423]. Auch wenn die Rolle der Azidifikation
fiir das intrazellulare Uberleben von Salmonella umstritten ist [424], so fiihren die
Bedingungen in der SCV insgesamt zu einer veranderten Regulation von mindestens 919
Genen, die fir die intrazellulére Persistenz von Bedeutung sind [425]. Zum Beispiel bewirken
diese bereits kurz nach Aufnahme der Salmonellen zahlreiche Veranderungen der bakteriellen
Oberflachenstrukturen, die als Liganden fiir die zellulare Immunabwehr fungieren und
dementsprechend negative Auswirkungen fir die Bakterien haben. So wird z.B. das O-
Antigen des LPS gekdirzt, das Lipid A des LPS modifiziert [426, 427], der Proteinanteil in der
Zytoplasmamembran veréndert [428] und das SPI11-T3SS sowie die Expression von Flagellin
reprimiert [282, 291, 429].

Eine weitere wichtige Funktion dieser veranderten Genexpression ist der zuvor beschriebene
Eingriff in den endozytischen Transport, der Salmonella ermdglicht, wichtige Nahrstoffe wie
Aminoséuren, Lipide und Fettsduren zu akquirieren. Der durch Eisen-bindende Proteine des
Wirts wie Transferrin (TF) und NRAMP1 limitierte Zugang zu essentiellem Eisen, wird durch
die Expression zweier Proteine, Enterobactin und Salmochelin, iberwunden [430]. Die
Aufnahme von Mg”* erfolgt durch drei verschiedene Aufnahmesysteme CorA, MgtA und
MgtB [431, 432], die von Zn** iiber ZnuABC [433] und die von K iiber das Trk System
[434]. Durch diese Versorgung und die Minderung zellularer Abwehrmechanismen kann
Salmonella bis hin zu mehreren Tagen in der SCV persistieren [435].

Nach der Fusion mit spaten Endosomen und Lysosomen bewegt sich die SCV abhéngig von
den bakteriellen Proteinen SseG, SseF und SifA, die u.a. eine Anlagerung von Kinesin
verhindern, durch verstarkte Dynein-Anlagerung entlang von Mikrotubuli vom Wirtszellrand
in Richtung des microtubule-organizing centre (MTOC) zum Golgi-Apparat oder Nucleus
[436-439]. Wahrscheinlich sind diese Nahe und die Akquisition exozytischer Vesikel vom
Golgi-Apparat fur ein optimales Wachstum notwendig [437]. Der Beginn intrazellulérer
Replikation geht in einigen Zelltypen mit der Erscheinung dynamischer tubul&rer Strukturen
einher, die radidr von der SCV austreiben, den sogenannten Salmonella-induced filaments
(SIF) [440, 441]. Diese sind SifA-vermittelt und nutzen die Mikrotubuli als Gerlst [442].



Einleitung 41

Vermutlich dient diese Formation der Erweiterung der SCV [435]. Zudem spielt SifA eine
wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der SCV-Membran [443].

Abhangig vom infizierten Zelltyp wirde die ungehinderte intrazelluldre Replikation irgend-
wann zum Bersten der Zelle und nekrotischen Abldaufen fuhren, die einen proinflamma-
torischen Charakter haben. Es gibt Hinweise darauf, dass Salmonella diesen Prozess sogar
forciert, um z.B. eine Ausbreitung auf neue Wirte durch die Diarrhoe zu erreichen. Aufgrund
der Ansammlung und ExKkretion groRerer Flissgkeitsvolumina bei einer Salmonella-
assoziierten Diarrhoe wurde friih nach einem Cholera Toxin — ahnlichen Faktor gesucht und
in den 70er und 80er Jahren in Form des Salmonella Enterotoxins Stn gefunden [444, 445].
Ein Groliteil der Salmonella enterica Serovare besitzt das entsprechende Gen stx, es wird
jedoch scheinbar nicht in allen Stammen exprimiert oder biologisch aktiv [446, 447]. Die
Regulation ist bislang ungeklért, so dass auch die Frage nach der Rolle wéhrend klinisch
asymptomatischer Infektionen offen bleibt. Zudem deutete eine Studie von Watson et al. an,
dass zumindest in Kalbern Stn bei der Induktion der Diarrhoe keine Rolle spielt [448].

Neben der zytotoxischen Eigenschaft potentieller Toxine scheint der sogenannte
programmierte Zelltod, die Apoptose, bei Salmonella Infektionen von Bedeutung zu sein. Im
Gegensatz zur Nekrose lauft diese ohne starke proinflammatorische Folgereaktion ab und
wird z.B. infolge einer Uberlastung der Zelle durch einen veranderten ATP-Haushalt, wie er
wahrend einer Infektion auftreten kénnte, induziert. Sowohl in Epithelzellen als auch in
Makrophagen wurde die Induktion der Apoptose beobachtet [449-451], die durch Aktivierung
einer Caspase-Kaskade letztendlich zum Abbau der Wirtszelle in membranumhiillte
apoptotische Vesikel fuhrt. Mittlerweile wird die Induktion des Zelltodes tber eine Caspase-1
Aktivierung als Pyroptose bezeichnet, da sie im Gegensatz zur Apoptose unter Freisetzung
inflammatorischer Vesikel und Zytokine wie IL-1f ablduft und damit eher der Nekrose &hnelt
[452, 453]. Sowohl fir die Entwicklung apoptotischer als auch pyroptotischer Zellen sind
Gene auf den Pathogenitétsinseln notwendig. So fuhrten SP12-Knockout Mutanten zu deutlich
weniger apoptotischen Epithelzellen nach einer Infektion als der Wildtyp-Stamm [454]. In
Makrophagen wurde gezeigt, dass der SP11-codierte Effektor SipB die Caspase-1 bindet,
aktiviert und somit eine Pyroptose in der Wirtszelle einleitet [451]. Zudem flhrt bakterielles
Flagellin intrazelluldr zur Aktivierung des Rezeptors Ipaf, der ebenfalls eine Aktivierung von
Caspase-1 bewirkt [281, 282] (siehe 1.4.7). Laut Fink et al. ist die Pyroptose in Salmonella-
infizierten Makrophagen sogar der vorherrschende Mechanismus. Dass er nicht auf
Makrophagen beschrankt ist, zeigten Dreher und Van der Velden 2002 bzw. 2003 in DCs
[455, 456].
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Welcher Mechanismus mit den entsprechenden mehr oder weniger starken inflammatorischen
Auswirkungen letztendlich zum Zelltod flhrt, scheint also stark vom Wirtszelltyp abzu-
hangen. So treten pyroptotische Effekte bei Infektionen von Makrophagen bereits nach 1 - 2
Std. auf [457], wohingegen die Apoptose in Epithelzellen erst verhédltnismaRig spat nach 12 -
18 Std. erscheint [450]. Salmonella bliebe also insbesondere in Epithelzellen gentigend Zeit,
um zu replizieren und die Infektion fortzusetzen.

In Abhangigkeit des Erregers und der resultierenden Immunantwort haben diese Infektionen
unterschiedliche Auswirkungen auf den Wirtsorganismus. Infektionen durch nicht-typhoidale
Salmonellen bleiben meist infolge erfolgreicher AbwehrmaRnahmen des Wirtsimmunsystems
auf den Darm und das angrenzende darmassoziierte Lymphgewebe (gut-associated lymphoid
tissue, GALT) beschrénkt und fuhren zur IL8-abhangigen Einwanderung polymorphkerniger
neutrophiler Granulozyten (PMNSs) bereits 1 — 3 Std. nach der Infektion [458, 459]. Die
Sekretion reaktiver und zytotoxischer Stoffe durch die Neutrophilen und der zunehmende
Anteil nekrotischer, pyroptotischer und apoptotischer Zellen in der Epithelschicht haben die
Zerstorung der Darmmukosa und einer resultierenden inflammatorischen Diarrhoe zur Folge.
Diese wird zudem verstarkt durch die oben beschriebene Salmonella-induzierte Chlorid-
sekretion infizierter epithelialer Zellen [460].

Systemische Erreger konnen dagegen im Bereich der Lamina Propria durch Induktion von
Makropinozytose von Makrophagen aufgenommen werden. Vom GALT aus erfolgt die
Ausbreitung tber die daran angeschlossenen efferenten Lymphgefaie und den Ductus
thoracicus in die Vena Cava. Durch das Blutsystem kommt es dann zu einer Infektion
weiterer Organe inshesondere des retikuloendothelialen Systems (RES) wie Leber und Milz,
die durch ihr stark verzeigtes Kapillarsystem eine filternde Funktion ausiiben und haufig
vergrofliert wahrend einer systemischen Infektion vorgefunden werden [461]. Es folgt eine

Replikation der Bakterien im Blut und letztendlich der Eintritt des Todes.

1.6. Wechselwirkungen von Salmonella mit dem Wirt

Im Laufe der Zeit wurden diverse Vermutungen hinsichtlich der Adaptation einiger Serovare
auf bestimmte Wirte aufgestellt, die Fortschritte markierten, bislang jedoch nicht zur
endgultigen Klarung der Frage fihrten.

Auf bakterieller Seite wurde vor allem das Auftreten von Virulenzplasmiden untersucht, die
einige wichtige Virulenzgene tragen und eine 8 kb grol3e konservierte Region aufweisen, das
Salmonella plasmid virulence (spv) Operon [462, 463]. Virulenzplasmide wurden bislang in

S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Dublin, S. Choleraesuis, S. Abortusovis und S. Gallinarum /
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Pullorum, nicht jedoch in S. Typhi gefunden [464] und treten meist Serovar-spezifisch auf
[465]. Die Signale, die zur Transkription des spv fiihren, entsprechen typischen intra-
vakuoldren Bedingungen in der SCV wie die Eisenlimitierung, erhdhte Temperaturen, ein
niedriger pH und Nahrstoffmangel sowie eine stationare Wachstumsphase [463, 466, 467].
Sie induzieren die Expression der Gene spvABCD durch Aktivierung des Regulators SpvR
sowie des chromosomalen rpoS-kodierten Sigmafaktors ¢° [466]. Im Einzelnen beobachtete
man durch die Plasmide vermittelte Funktionen in der systemischen Ausbreitung und
Induktion einer Enteritis [468, 469], der intrazellularen Vermehrung [470] sowie Zytotoxitat
gegenliber Makrophagen und der Abwehr von Immunreaktionen [471]. Zudem sind auf
einigen Plasmiden Serovar-spezifisch zusétzliche Virulenzgene codiert. rck kommt nur in S.
Typhimurium und S. Enteritidis vor und tragt zu einer verstarkten Serumresistenz bei [472].
Das Fimbrien-codierende Gen pef kommt in S. Typhimurium, S. Enteritidis und S.
Choleraesuis, nicht jedoch S. Dublin und S. Gallinarum vor [473, 474], wohingegen auf
Plasmiden in S. Gallinarum Fimbrien codiert werden, die homolog zu den K88-Fimbrien aus
E. coli sind [475]. Aufgrund dieser Serovar-spezifischen Ausstattung der Virulenzplasmide
und ihrer nachgewiesenen Beteiligung an zahlreichen Prozessen wahrend der Infektion, wurde
uber ihre Rolle in der Wirtsspezifitat spekuliert [476]. Laut Helmuth et al. korreliert die
Présenz von Virulenzplasmiden deutlich mit der Virulenz in Mausen und der Serumresistenz
[465]. Dass diese Beobachtung jedoch nicht allgemein gultig zu sein scheint und bestimmte
Serovare ihre Virulenz auch unabhangig von Plasmiden beibehalten, zeigten Koinfektionen in
Kélbern mit Plasmid-losen und Plasmid-haltigen Stammen [477]. Bislang wurde keine
wirtsspezifisch unterschiedliche Funktion oder Relevanz der Plasmide beschrieben. Eine
Studie von Barrow et al., bei der sich die naturlicherweise Serovar-spezifischen Plasmide
experimentell austauschen lieRen, ohne dass sich etwas an der Virulenz der Stdimme &nderte,
stellt zudem die Rolle der Plasmide bei der Wirtsadaptation in Frage [478].

Auf der Suche nach Faktoren, die gemeinsam und exklusiv durch human-adaptierte Serovare
wie S. Typhi und S. Paratyphi nicht jedoch durch S. Typhimurium gebildet werden, ist die
Gruppe um Galan auf ein sogenanntes Typhoid Toxin (CdtB/PItA/PItB) &hnlich dem Pertussis
Toxin gestossen [479, 480]. Dieses wird ausschlielRlich intrazellulér exprimiert und fuhrt
para- und autokrin durch DNA-Degradation zu zytotoxischen Effekten. Bislang ist jedoch
weder die Funktion hinsichtlich der systemischen Pathogenese von S. Typhi noch hinsichtlich
der Wirtsadaptation bekannt.

Parallel untersuchte man auch wirtsseitige Faktoren flr eine Adaptation. Z.B. gibt es altere

Untersuchungen, die nahelegen, dass die Serumresistenz von Salmonella wichtig fir die
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Wirtsadaptation sein konnte. Man fand friih Unterschiede in der Serumresistenz, die auf die
Zusammensetzung des LPS zuriickzufihren sind, da bestimmte O-Antigene Komplement eher
binden als andere [481]. Danach widerstiinde ein adaptiertes Serovar der Komplement-
vermittelten Lyse besser in seinem jeweiligen Wirt. Das Resultat ware ein Vorteil im
extrazellularen Raum und eine groRere Wahrscheinlichkeit, systemische Erkrankungen zu
verursachen [482]. Allerdings zeigten umfangreichere Studien, dass die Serumresistenz eher
Stamm- als Serovar-spezifisch zu sein scheint [59].

Ein weiterer entscheidender Punkt bestiinde in einer wirtsspezifischen Adhasivitét der
Serovare am Darmepithel. Diese konnte Gber unterschiedliche wirtsspezifische Glyko-
sylierungsmuster auf epithelialen Oberflachen vermittelt werden, die die Adhésion
verschiedener bakterieller Fimbrien und Adhéasine unterschiedlich effizient gewéhrleisten. So
unterscheiden sich z.B. M-Zellen in Mdusen von denen im Kaninchen deutlich durch die
Présentation verschiedener Glycokonjugate [408]. Vergleichende Adhé&sions- und
Invasionsstudien zeigten jedoch bislang keinerlei Korrelation zwischen Wirtsspezifitat und
Adhérenz / Invasivitat [483-485].

Nachdem Salmonella die intestinale Mukosa seines Wirts besiedelt hat, missen die Erreger
fur eine systemische Infektion eine Barriere von Makrophagen im Sinus lymphaticus der
Lymphknoten Gberwinden. Die Anatomie und Physiologie sekundarer intestinaler lympha-
tischer Organe unterscheidet sich z.T. deutlich zwischen verschiedenen Wirstspezies. So
besitzen Hihner beispielsweise Caecal-Tonsillen, die im Menschen und Schweinen gar nicht
vorkommen. Da jedoch von hier aus meist die systemische Besiedlung weiterer Organe
erfolgt, sind die Abldaufe und beteiligten Zelltypen an dieser Stelle von besonderem Interesse
hinsichtlich der Wirtsadaptation. Eine der umfangreichsten Studien deutete bereits 1994 auf
eine entscheidende Rolle des reticuloendothelialen Systems fur die Wirtsadaptation hin [142].
Systemische Salmonellen werden besonders hdufig assoziiert mit Makrophagen gefunden. Fir
die Salmonellen kdnnen sie auf der einen Seite eine schiitzende, auf der anderen Seite eine
zerstérende Funktion tbernehmen (siehe 1.4.3). Aktivierte Makrophagen sind in der Lage,
Salmonellen abzut6ten, wohingegen naive Makrophagen intrazellulér persistierende
Salmonellen beherbergen, transportieren und vor einer feindlichen Umgebung mit
Neutrophilen, Komplement und anderen bakteriziden Faktoren schiitzen. Somit scheinen
speziell Makrophagen eine entscheidende Rolle fiir die Auspragung einer Salmonellen-

Infektion zu tGbernehmen.
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1.7. Zielsetzung

Salmonella enterica ist in der Lage als klassischer Zoonoseerreger weltweit sowohl den
Menschen als auch eine Vielzahl verschiedener Tiere zu infizieren und in diesen Krankheiten
hervorzurufen, deren Erscheinung und Verlauf sehr unterschiedlich ausfallen kann. In
Abhéangigkeit des betrachteten Serovars verfligen Salmonellen (iber ein breites Wirtspektrum,
jedoch mit unterschiedlicher Pathogenese in verschiedenen Spezies, kodnnen jedoch auch
streng auf eine Spezies begrenzt vorkommen und vermitteln dann meist systemische
Erkrankungen mit hoher Mortalitat. Neben E. coli ist Salmonella einer der am intensivsten
untersuchten Darmpathogene, dessen jeweils verursachte Krankheitsverlaufe und dazu
notwendige Virulenzmechanismen mittlerweile gut verstanden sind. Nichtsdestotrotz ist
bislang kaum geklart, welche Mechanismen auf Seite der Bakterien sowie auf der Seite des
Wirts daflr verantwortlich sind, dass bestimmte Serovare an bestimmte Spezies angepasst
sind oder ein und dasselbe Serovar in einer Wirtsspezies eine lokal begrenzte Enteritis und in
einer weiteren eng verwandten systemische Infektionen verursacht, die von der Pathologie her
vollkommen verschieden erscheinen. Durch Vergleiche meist weniger Serovare (zwei bis
vier) in vitro in Modellsystemen mit bis zu zwei Wirtsspezies oder in vivo nur in einer Spezies
wurde in der Vergangenheit versucht, diese Lucke im Verstandnis der Wirtsadaptation zu
schlielen. Die Ergebnisse waren jedoch meist nur flr den jeweiligen Hintergrund aussage-
kraftig, lieBen sich aufgrund unterschiedlicher Systematik nicht miteinander vergleichen,
zielten zudem uberwiegend auf bakterielle Faktoren und ergaben damit kaum Hinweise auf
generelle Mechanismen etwa der Wirtsimmunabwehr.

Mit dem Ziel, in systematischer Weise Virulenzphanotypen verschiedener unterschiedlich
adaptierter Salmonella Serovare in Zielzellen der friihen Infektionsphase der Salmonellen-
infektion sowie in unterschiedlichen Wirtsspezies zu charakterisieren und infolge der
Infektion, Unterschiede in der angeborenen Immunantwort der Spezies zu identifizieren,
wurden in dieser Arbeit intestinale Epithel- und Makrophagenzelllinien aus dem Schwein,
dem Huhn und dem Menschen infiziert und hinsichtlich folgender Parameter analysiert:

1. Invasivitat der Serovare in den jeweiligen Wirtsspezies; 2. Persistenz, d. h. Uberleben und
Vermehrung der Salmonellen in den Zellen; 3. Immunantwort der Wirtszellen auf eine
Infektion. Fur den letzten Punkt wurden Reporterzelllinien der oben genannten Zellen
etabliert, die ermdglichten, die Aktivierung von NF-kB als zentralem Regulator der Immun-
reaktion nachzuvollziehen. Zudem erfolgte die Herstellung von Salmonella-Mutanten mit
Deletionen in wichtigen PAMP-Genen zur Untersuchung des Einflusses von PAMPs auf die

Immunantwort in verschiedenen Spezies. Um die Aussagekraft der Ergebnisse hinsichtlich
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der Relevanz in vivo zu erh6hen, wurden die Versuche zudem in humanen Primér-
makrophagen durchgefuhrt und mit Hilfe von Microarray-Studien ein gesamtheitliches Bild
zu Situation der Makrophagen infolge einer Infektion erstellt. Am Ende sollen mégliche
Mechanismen und / oder relevante Faktoren flr eine Wirtsadaptation von Salmonella

aufgeklart werden, die die Grundlage fur weitere mechanistische Studien legen.
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Il. MATERIAL

I1.1. Zellinien

Die Infektionsversuche wurden mit insgesamt acht verschiedenen Zelllinien epithelialen bzw.

monozytdren Ursprungs aus dem Schwein, dem Huhn und dem Menschen durchgefihrt.

U937 CRL-1593.2 H. sapiens = onozyten/ - P. Dersch, HZI,
Makrophagen Braunschweig

THP-1 TIB-202 H. sapiens Monozyten / DSMZ, Braunschweig
Makrophagen

LoVo CCL-229 H. sapiens = Epithelzellen ~ ATCC, Manassas, USA

Caco-2 HTB-37 H. sapiens Epithelzellen = ATCC, Manassas, USA
Monozyten/ L. Babiuk, Univ. of

3D4/31 S. scrofa Makrophagen = Saskatchewan, VIDO, CDN

PLN/C2 S.scrofa | MONOZYIEN/ -\ iy FU Berlin
Makrophagen

IPEC-J2 S.scrofa  Epithelzellen = A. Blikslager, NCSU, USA

HD-11 G. gallus Monozyten / B. Kaspers, LMU Miinchen
Makrophagen
Monozyten/ L. Rothwell, Inst. Animal

MQ-NCSU G. gallus Makrophagen  Health, Compton, UK

Tabelle 4: Ubersicht zur Herkunft der verwendeten Zelllinien

11.1.1. Humane Zelllinien

U937

Die humane hamatopoetische Zelllinie U937 wurde 1974 von S. Sundstrom und K. Nilsson
aus einem 35-jahrigen Mann mit generalisiertem histiozytischem Lymphom isoliert und lasst
sich bei Behandlung z.B. mit TNFa, IFNy und Phorbolestern zu terminalen Monozyten
ausdifferenzieren [486].

THP-1

Die humane monozytare Zelllinie THP-1 wurde aus periphdrem Blut eines einjahrigen Jungen
mit akuter monozytischer Leuk&mie isoliert und in dieser Arbeitsgruppe auf Adhdrenz hin
selektiert, so dass die Zelllinie hier als adharente Zelllinie betrachtet werden kann. Mit Hilfe
von Phorbolestern lassen sich THP-1 Zellen zu reifen Makrophagen differenzieren [487].
LoVo

Die humane epitheliale Zelllinie LoVo wurde 1971 aus einem metastasierenden Tumor des

Colon eines 56-jahrigen Mannes mit colorektalem Adenokarzinom gewonnen [488].
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Caco-2

Als zweite humane Epithelzelllinie wurden Caco-2 Zellen benutzt. Auch diese Zellen wurden
aus dem Colon eines 72-jahrigen Mannes mit colorektalem Adenokarzinom isoliert,
unterscheiden sich morphologisch jedoch deutlich von den LoVo Zellen. Konfluent
gewachsene Caco-2 Zellen zeigen zahlreiche enterozytische Merkmale und sind daher ein
beliebtes Modell fur intestinale Funktionen [489].

11.1.2. Porcine Zelllinien

3D4/31

Die porcine Makrophagen-ahnliche Zelllinie 3D4/31 wurde 1998 durch Transfektion priméarer
Alveolarmakrophagen aus einem 12-Wochen alten Schwein mit dem Plasmid pSV3-neo
etabliert [490].

PLN/C2

Zur Unterstutzung bestimmter Ergebnisse wurde neben den 3D4/31 Zellen eine zweite
Makrophagen-&hnliche Zelllinie benutzt, die 2007 von C. Télke (FU Berlin) durch Trans-
formation von Blutmakrophagen aus den ilealen Peyerschen Plagques von Schweinen mit
einem SV40 Plasmid (pSV3-neo) etabliert wurde, bislang jedoch nur ansatzweise charakte-
risiert und unverdffentlicht ist. So weist die Zelllinie diverse Oberflachenmarker wie CD14,
CD45, MHC I und Il sowie das fir ausgereifte porcine Makrophagen charakteristische SWC9
auf.

IPEC-J2

Die porcine Eptihelzelllinie IPEC-J2 (Intestinal Porcine Epithelial Cell — Jejunum 2) wurde
aus dem Jejunum eines neonatalen Ferkels isoliert [491, 492] und besitzt damit allein auf-
grund ihrer Herkunft gewisse Vorzige in der Untersuchung von Vorgangen im Dinndarm-
epithel im Gegensatz zu den bislang verftigbaren humanen Epithelzelllinien des Colons.
Zudem weist sie zahlreiche intestinal - epitheliale Merkmale wie die Bildung von Mikrovilli
auf. Sie ist in der Lage wichtige TLRs und NLRs, Zytokine und Chemokine wie IL-1a, IL-6,
IL12p40, TNF-0, GM-CSF und IL-8 etc. zu exprimieren und eignet sich daher zur

Untersuchung der intestinalen Immunabwehr [492, 493].

11.1.3. HUihner-Zelllinien

HD-11
Die Huhner-Zelllinie HD-11 wurde durch Infektion von Knochenmarks — Makrophagen aus
1 - 4 Wochen alten SPAFAS -Hiuhnern mit dem MC29 Leuké&mie Virus etabliert [494].
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MQ-NCSU

Als zweite Makrophagen-ahnliche Zelllinie wurden MQ-NCSU aus Dekalb XL Huhnern
verwendet. Diese wurden nach Infektion der Milz mit dem Marek’s Desease Virus JM/102W
isoliert und anschliefend durch Markierung mit Monozyten-spezifischen Antikdérpern als
Monozyten-ahnliche Zellen identifiziert [495]. Da diese Zelllinie sich als verhéltnismagig
anspruchsvoll erwies und nur schwach adhérierte, war sie nur bedingt fir die

Infektionsversuche nutzbar.

TLRs 1R, 2R,P! 3R, 4R'p, 5r, TR, 8R, 9,
NOD1g, NOD2R, CDllaR,bR,CR, CD14R,|:>;
U937 H.sapiens Mo | MHC lp, MHC Il (HLA-D)rp; FcyRlp, llp, | [496-506]
I1p; CR3p, 4p; TNFap, IL-1Pp, IL-8p, IL-
12p405

TLRS 1rp, 2rp, 3rp, 4R P) SR P, TRP, BR P
9R,p, 10R,p; NOD1p, NOD2p, IpafR; MD2p,

THP-1 H.sapiens Mo  CD14gp; MHC Ip, MHC Il (HLA-D)p, [507-515]
FcyRIp, llp; CR3p, 4p; TNFap, 1L-1Bp, 1L-8p,
IL-12p40
. TLRS 2R, 3R, 4nN, OR, 6r, 8r, 9r; IL-8rp;
LoVo H.sapiens  1EC | cp14p: MHC I (schwach); IL-1gp, IL-8p 2167519
230, 329
. TLRS 1R, 2rp, 3rp, 4R P, SR P, OR, OR P [230, '
Caco-2 H. sapiens IEC NOD1r, NOD2.; TNFag, IL-1Bx, IL-8x g(l)g] 513,
3D4/31 S. scrofa Mo CD14p; MHC llp; TNFag, IL-1Bg, IL-8r ‘,I;'_:;gl(}' 520,
CD14p, MHC lp, MHC Ilp, SWC3ap, Siehe
PLN/C2 S. scrofa Mo SWCY, 1112
TLRS 1R, 2rp, 3rp, 4r P, Srp, 6R P, 8R, IR, [492, 493
IPEC-J2 S. scrofa IEC | 10g, NOD1g; MHC Ip, MHC liyn; TNFag, 522-,526] !
IL-1ag, IL-1Bs, IL-6g, IL-8rp, IL-12p40g
HD-11 G.gallus Mo  IL-1Brp, IL-6R, IL-8g, INOSR [527-529]

MQ-NCSU  G.gallus Mo  TLR 4p, CD14p; IL-1Brp, IL-6r,p, INOSr  [530-533]

Tabelle 5: Charakteristika der verwendeten Zelllinien. Mo: Monozyten / Makrophagen-ahnliche Zellen, IEC:
intestinale Epithelzellen; R: Expression auf RNA-Ebene nachgewiesen, P: als Protein nachgewiesen, NN: nicht
nachweisbar, £: widerspruchliche Verdffentlichungen
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11.2. Bakterienstamme

Es wurden folg. Salmonella Stdmme in dieser Arbeit verwendet:

Wildtypstamme

Salmonella enterica Serotyp B.A.D. Stocker,
. . . 1,4,[5],12:1:1,2; Beckman
S. Typhimurium enterica serovar . .
S1.1344 2958 Tvphimurium Reisolation aus Center,
Sﬁg " BALB/C Maus, His = Stanford
auxotroph, Str® University
. Alison D.
Salmonella enterica .
S. Typhimurium enterica serovar Serotyp O°Brien,
' 5938 N 1,4,[5],12:i:1,2; UHUHS,
SL3201 Typhimurium L hesd
S1.3201 Fim Bethesda, USA
[534]
Salmonella enterica Serotvp 9.12:q.1m:- - Rabsch / Tietze,
S. Enteritidis 4968 enterica serovar PT 4'yr?urr11an.egs’ " ' Robert Koch-
07-02760 Enteritidis 07- Isolai Institut,
02760 Wernigerode
Salmonella enterica
S. Choleraesuis enterica serovar Isolation 1986 aus M. Achtman,
SARB4 2950 Choleraesuis var. Schwein, raue University
Kunzendorf Isoform Cork, GB
SARB4
S. Choleraesuis Salmonella enterica ﬁrﬁvglssi?n’of
' 5530 enterica serovar Serotyp 6,7:-:1,5 y
AS0 Choleraesuis A50 Copenhagen,
Denmark [483]
S Dublin Salmonella enterica = Serotyp 9,12:9,p:-; = M. Achtman,
SARBlZ 4803 enterica serovar Isolation 1986 aus ~ University
Dublin SARB12 Rind, Kan" Cork, GB
Salmonella enterica J. E. Olsen,
S. Gallinarum enterica serovar . University of
G9 5534 Gallinarum biovar  S¢TOWP 9,12 Copenhagen,
Gallinarum G9 Denmark [483]
Salmonella enterica
S. Pullorum enterica serovar Lohmann
K525/02 6114 Gallinarum biovar Serotyp 9,12:-:- Tierzucht,
Cuxhaven

Pullorum K525/02
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Mutanten

a n?géppA 6019 n?é‘éiighAmppA StrR, KmR Diese Arbeit
ST AmepA 5006 iLe?pl)_A%Slf:n Str?, KmR Diese Arbeit
ST AflhDC 6768 | Spoo0 StrR, KmR Diese Arbeit
ST AfliD 7132 i;r“SDle‘iiA' StrR, KmR Diese Arbeit
ST AfliC 5144 i;ii'j;‘r‘f’ Str?, KmR Diese Arbeit
ST AfljB 5146 i&;’;igﬁ“’ Strt, Km® Diese Arbeit
ST AfliC AfljB 5214 i&;’;igﬁ“’ AfliC StrR, Km® Diese Arbeit
SE AfliC AfljB 6706 iﬁj @ftgn StrR, Km® Diese Arbeit
SD AfIiC AfljB 6698 iﬁfBA:TLLCn StrR, Km® Diese Arbeit

Tabelle 6: Verwendete Bakterienstamme

Die Sero- und Phagentypisierungen erfolgten durch das BfR.

11.3. Plasmide & Vektoren

Fur die Herstellung der Salmonella Mutanten nach Wanner [535] wurden folg. Plasmide und

Bakteriophagen verwendet:

Bezeichnung | Beschreibung | Quelle
pCP20 bla cat repA101(ts) cl857(ts) AP -FLP* [536]
pKD4 PANTSy, kan FRT-flankiert, Km® [535]
pINT-ts, araC, bla, oriR101, repA101(ts), A
PKD46 red (gam* bet* exo™), Amp~ [535]
P22 HT105/1 int-201 [537]

Tabelle 7: Fur die Mutagenese nach Wanner [535] verwendete Plasmide und Bakteriophagen.

11.4. Oligonukleotide (primers)

Samtliche Oligonukleotide wurden durch Eurofins MWG Operon (Ebersberg) oder Sigma-

Aldrich (Steinheim) hergestellt und im Rahmen friiherer Arbeiten in der Arbeitsgruppe

etabliert bzw. aus Veroffentlichungen entnommen.
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s. GAGTCAACGGATTTGGTCGT
GAPDH ' NM_002046 = TGATTTTGGAGGGATCTCG [538]
s. TTGTTGCTCCATATCCTGTCC Diese
IL-1B NM_000576 = caccTTCTTTCCCTTCATCTTTG Arbeit
s. TGAGGAGACTTGCCTGGTGA mod. n
IL-6 NM_000600 . cTGCAGGAACTGGATCAGGA [539]
_ s._CAAAAACTTCTCCACAACCCTC mod. n
H. sapiens  1L-8 NM_000584 = TCCAAACCTTTCCACCCCAAA [540]
s._GAGAACCAAGACCCAGACATC mod. n
IL-10 NM_000572 ¢ GCATTCTTCACCTGCTCCAC [541]
IL- s._CAAGAGCAAGAGAGAAAAGAAAGAT _ mod. n
12p40 NM_002187 s ATGCCCATTCGCTCCAAGAT [542]
s. CTCAGCCTCTTCTCCTTCCTGATCG Diese
TNFa— NM_000594 = 1 GGGCCAGAGGGCTGATTAGAGA Arbeit
s._CTGGGAAGCTGTGGAGAGAT
GAPDH | NM_204305 - CAGGTCAGGTCAACAACAGA [543]
s._CTCACAGTCCTTCGACATCT
IL-1B NM_204524 . GCAATGTTGAGCCTCACTTT [543]
s._GCTTCGACGAGGAGAAATGC AG
IL-6 NM_204628 . GCCAGGTGCTTTGTGCTGTA Kaspers
G. gallus s: CTGGCCCTCCTCCTGGTTTC AG
IL-8 NM_205018 s TGGCGTCAGCTTCACATCTTG Kaspers
IL10 NM_0010044 _s: CGGGAGCTGAGGGTGAAGT AG
14 as: CAGCCAAAGGTCCCCTTAAAC Kaspers
IL- s._AAAGACTGGGCCAAAAGACAAG AG
12p40  WM_213571 Mo GCAAAGCGTGGACCACTCA Kaspers

Tabelle 8: Oligonukleotide, die zum Nachweis der mRNA bestimmter Zytokine in der gRT-PCR genutzt
wurden.

kan (pKD4) k1l s: CAGTCATAGCCGAATAGCCT
P k2 as: CGGTGCCCTGAATGAACTGC
kan (PKD4) | £ jcpapL | & AGCCCAATAACATCAAGTTGTAATTGATAAGG
mit AAAAGATCATGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGA
homologer FLICH4p2 2 CCTTGATTGTGTACCACGTGTCGGTGAATCAA
:::I!a” ke zu TCGCCGGATTACATATGAATATCCTCCTTAG

iC
dic FLICF s. GGTGAGAAACCGTGGGCAAC

FLICR as: TAAAAAAGGCAGCTTTCGCTG

kan (PKD4) | £ jgpapy | S GAGGATTGCTTTATCAAAAACCTTCCAAAAGG
mit AAAATTTTATGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGA
homologer FLIBHAPy | ° GAAAAAGCCCCGAATTCACGGGGCTGAATAAA
][:I!a” ke zu ACGAAATAAATTACATATGAATATCCTCCTTAG
1B
. FLJBF s. GAATTTTAGTCGCTTTTCTCATG

J FLJBR as. CATTTACAGCCATACATTCC

AG Tedin
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kan (PKD4) | £ HpH1pL | S CTGCGGCTACGTCGCACAAAAATAAAGTTGGT
mit TATTCTGGATGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGA
homologer FLHCHop2 | ACCGCTGCTGGAGTGTTTGTCCACACCGTTTC
Flanke zu GGTTAAACAGCCATATGAATATCCTCCTTA
flnDC
AhDC FLHDF s. AGCGCTGCTATGCATTTGAC
FLHCR as: GATTAACGCGAAGGCAAGGC
kan (PKD4) | £ pH1py | & ACGCGCTTAACTACTGTTTGCAATCAAAAAGGA
mit AGAAGGCATGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGA
homologer FLIDHoP2 | GCTTTGATACCGCTCGCGGTGTACATGGTGA
][:I!a” ke zu CCTCTGTTATCACATATGAATATCCTCCTTAG
iD
. S.
iD FLIDF TTGCCTCCAGATTGCCGATA
FLIDR as; CCACGCTGACTTGCGCATAA
kan (PKD4) | appGHLPL | & CCAGAAGCCGGGTCTGTAGATGCCTATGTCA
mit AGTCAATATTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGA
homologer AMPGH2P2 | GOTCGTTATTACAACGGCAAATAATGTTTTAC
Flanke zu AGCAGGCGCATATGAATATCCTCCTTAG
ampG
ATOG AMPGF s. AGCAAAACGCCCGTTAATAG
P AMPGR as: CAATTGATGGTTATTTAGCC
kan (PKD4) | mppaHipL | S ATTACGTTGTCATTTAACTCATCTTTGAGGAA
mit CTTCTATGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGA
homologer MPPAH2py | 2 TGGCTACCTTGCGTTAACAAGAAACCAGTA
Flanke zu CGCATCAGTGCATATGAATATCCTCCTTAG
mppA
oA MPPAF s. ATTTCTTTCTGCTGAAACAA
PP MPPAR as: CTTCTGCCAGCATCAGGCGG
kan (DKD4) | \MEPAHLPL | S CATGTAAAGACAGAGATTCCACGCTGGTA
mit AGAAATGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGA
homologer MEPAH3P2 | GTAAAGGTTGATCTTCGCACTCCAGGCTG
Flanke zu TCGGCAGCATATGAATATCCTCCTTAG
mepA
oA MEPAF2 s. CTGCTGCGCCATCGGGCACA
P MEPAR? as. CAAAAAACAGCACCACCAGC

Tabelle 9: Oligonukleotide, die zur Herstellung und Uberpriifung der Salmonella Mutanten im Rahmen

der Mutagenese nach Wanner & Datsenko [535] genutzt wurden.

11.5. Chemikalien, Enzyme, Nukleinsauren

Agar-Agar, Kobe I

Agarose NEEO Ultra-Qualitat
Biotherm™ Taq DNA-Polymerase

Borsaure

Calciumchlorid (CaCly)

Chloroform

Diethylpyrokarbonat (DEPC)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Rapidozym, Berlin, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
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dNTP-Mix (2 mM)

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat

EGTA

Ethanol vergallt
Ethidiumbromidlésung 1% (10 mg/ ml)

Flagellin (FLA-ST Ultrapure, aufgereinigt, S.
Typhimurium)

Fotales Kalberserum (FKS) HyClone

Glycerin >98 %, wasserfrei

Granulocyte macrophage colony-stimulating factor

(GM-CSF, recombinant)
Hefeextrakt, pulv.

Histopaque®-1077

Kanamycin

Magnesiumsulfat (MgSOy)

MG-132 (InSolution™, Proteasom Inhibitor)
M-MLYV Reverse Transkriptase
Natriumchlorid (NaCl)

Natriumcitrat

Natriumhydroxid (Platzchen, NaOH)
Paraformaldehyd (PFA)

Penicillin / Streptomycin (10 mg/ml)
Puromycin

ProLong® Gold antifade reagent
RNasin® RNase Inhibitor (40 u/ul)
Salzsaure (HCI, 37%)

TRIS PUFFERAN® Ultra Qualitat

Triton X-100

Trypsin / EDTA-L6sung (0,05% / 0,02%)
Trypton / Pepton aus Casein

Tumor Necrosis Factor a (TNFa, rekombinant,
porzin oder human)
Wasser Rotisolv® (H,0)

11.6. Losungen & Medien

Wasser

Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
InvivoGen, San Diego, USA

Perbio Science, Bonn, D
Roth, Karlsruhe, D
Biochrom, Berlin, D

Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Biochrom, Berlin, D

Roth, Karlsruhe, D
Calbiochem, Bad Soden, D
Promega, Madison USA
Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Biochrom, Berlin, D
Biochrom, Berlin, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Promega, Madison, USA
Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Biochrom, Berlin, D

Roth, Karlsruhe, D
Biochrom, Berlin, D

Roth, Karlsruhe, D

Grundsatzlich wurde zur Herstellung von Losungen bidestilliertes Wasser benutzt. Fir

Arbeiten mit RNA wurde DEPC-behandeltes Wasser verwendet. Dazu wurde bidestilliertes

Wasser mit 0,1% Diethylpyrocarbonat (v/v, DEPC) versetzt, geschttelt, Gber Nacht inkubiert
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und autoklaviert, wobei das DEPC zu Ethanol und Wasser zerféllt.
PCR-Reaktionen wurden mit Rotisolv® - Wasser (HPLC Gradient Grade, Roth) erstellt.

Sterilisation

Die Sterilisation von Lésungen erfolgte fir 20 min bei 121°C, 2 bar im Autoklaven.

Hitzelabile Lésungen wurden durch einen Filter mit einem Porendurchmesser von 0,45 bzw.

0,22 pm filtriert.

Allgemeine Losungen

PBS

TBE

5x Probenladepuffer

20x SSC
Waschpuffer |

Waschpuffer Il

Zellkulturmedien

8,0 g/l NaCl, 0,2 g/l KCI, 1,44 g/l Na;HPO4, 0,24 g/l
KH,POy;pH 7,4 aus einer 10x PBS-Ldsung (Roth)

108 g/l TRIS, 55 g/l Borsdure, 20 mM EDTA (0,5 M
Stammlosung, pH 8,0)

50% Glyzerin, 100 mM EDTA (0,5 M
Stammlosung, pH 8,0), 1 mM TRIS-HCI (10 mM
Stammldsung, pH 8,0), 0,025 % Bromphenolblau

175,39 g/l NaCl, 88,2 g/l Natriumcitrat, pH7,0
3,51 ddH,0, 1,51 20x SSC, 2,5ml 10% Triton X-102

4975ml ddH,0, 25ml 20x SSC, 2,5ml 10% Triton
X-102

DMEM / Ham’s F12

Basal Iscove’s

Nahrmedien fur die Bakteriologie

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium
(DMEM)/HAM’S F-12 Salts (1:1) (Biochrom,
Berlin, D)

Biochrom, Berlin, D

Fur S. enterica wurde LB, Lennox, fiir Arbeiten mit E. coli wurde LB, Miller verwendet.

LB — Medium (nach Miller)
LB — Medium (nach Lennox, 1955)

LB — Agar (nach Lennox, 1955)
LB — Topagar (nach Lennox, 1955)

LB — Weichagar (nach Lennox, 1955)

10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl
10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl

10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, 15 g/l
Agar-Agar

10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, 7 g/l
Agar-Agar

10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, 2,5 g/l
Agar-Agar
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Der pH-Wert von Lésungen wurde mit Hilfe einer pH-Sonde durch Zugabe von 5 M NaOH
oder 37% HCI eingestellt.

11.7. Kits
ApoTox-Glo™ Triplex Assay Promega, Madison, USA
Bright-Glo™ Luciferase Assay System Promega, Madison, USA
- ™ 1
'CAZ\)S/;Z;I/'OX ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Promega, Madison, USA
Gene Expression Hybridization Kit Agilent, Béblingen, D
One Color RNA Spike-In Kit Agilent, Béblingen, D
Power SYBR® Green PCR Master Mix Applied Biosystems, Darmstadt, D
Quick Amp Labeling Kit, One-Color Agilent, Boblingen, D
RNase-freies DNase Set Qiagen, Hilden, D
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden, D

11.8. Verbrauchsmaterialien

Elektroporationskivetten (2 mm) PeglLab, Erlangen, D
Glasdeckglaser (& 12 mm) Roth, Karlsruhe, D
Halbmikrokivetten Theodor Karow, Berlin, D
Objekttrager (76x26 mm) Roth, Karlsruhe, D
Pasteurpipetten Roth, Karlsruhe, D

Petrischalen Sarstedt, Numbrecht, D

Réhrchen (PP, 50 ml oder 15 ml) Greiner bio-one, Frickenhausen, D

ReaktionsgeféaRe (klar oder braun, 1,5 ml oder 2 ml)

Serologische Pipetten (Stripette, 10 ml) Corning, Schiphol-Rijk, NL
Spritzenfilter (0,22 um oder 0,45 pm Porengrofie Roth, Karlsruhe, D
Verschlussfolie (RT gPCR) MicroAmp® Optical o

Adhesive Film Applied Biosystems, Darmstadt, D

Zellkulturflaschen (25 cm?- oder 75 cm?-
Schréghalsflaschen mit Beluftungskappe)

Zellschaber Corning, Schiphol-Rijk, NL
24-well Zellkulturplatten (CellBIND®) Corning, Schiphol-Rijk, NL

96-well Mikrotestplatten (CellBIND® Surface,
schwarz / weil3, klarer Boden)

96-well Reaktionsplatte (RT gPCR) MicroAmp®
Optical 96 Well Reaction Plate

Corning, Schiphol-Rijk, NL

Corning, Schiphol-Rijk, NL

Applied Biosystems, Darmstadt, D
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11.9. Gerate

Absauger Vacuboy
halbautomatisches Absaugesystem
Absaugpumpe N735 AN18

Agarosegelelektrophoresekammer B1A oder
GE-B2

Autoklav Varioklav 500 EP-Z-MT-FA
Elektroporator EasyjecT Prima

Epifluoreszenzmikroskop LEICA CTR6000,
DMI6000B

Feinwaage BP210S
Fotodrucker Geldokumentation P93E

Geldokumentation UV-Transilluminator
UVT 28 MP, Kamera E.A.S.Y. 429 K,
Dokumentationssystem RM6

Grobwaage BL3100
440-47N

Inkubationsschréanke CB150
Koloniezéahlgerat 50971

Luminometer Synergy™ HT
Magnetrihrer Variomag Monotherm
Mehrkanalpipette mLINE

NanoDrop 1000

Netzgeréat (Elektrophorese) PS 250
pH-Meter 740

Pipettierhilfe Pipetus-akku

Real-Time PCR System StepOnePlus™

Reinraumwerkbank LaminAir HB 2448 und
LB-48-C

Reinstwassersystem Millipore Simplicity
Scanner (Microarray) High-Resolution C
Schiittelinkubator GFL3031
Spektrophotometer Ultrospec 3000 pro
Thermomixer compact

Thermocycler T3

Umkehrmikroskop Telaval 31

Vortexer Vortex-Genie 2

neolab, Heidelberg, D

Integra Biosciences, Fernwald, D
KNF Neuberger, Freiburg, D
AGS, Heidelberg, D

H&P Labortechnik, Oberschleiftheim, D
pegLab, Erlangen, D

Leica Microsystems, Heerbrugg, CH

Sartorius, Gottingen, D
Mitsubishi Electric, Ratingen, D
Herolab, Wiesloch, D

Sartorius, Gottingen, D
Kern & Sohn, Balingen, D

Binder, Tuttlingen, D

Fisher Scientific, Schwerte, D
Bio-Tek, Bad Friedrichshall, D
H&P Labortechnik, OberschleiBheim, D
Biohit, Rosbach, D

pegLab, Erlangen, D

Hybaid, Lexington, USA

Knick, Berlin, D

Hirschmann, Eberstadt, D

Applied Biosystems, Darmstadt, D
Heraeus, Hanau, D

Millipore, Schwalbach, D

Agilent, Boblingen, D

GFL, Burgwedel, D

Amersham, Freiburg, D

Eppendorf, Hamburg, D

Biometra, Gottingen, D

Zeiss, Jena, D

Scientific Industries, New York, USA
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Woasserbader Grant OLS 200
D3006
E-5

Wippe Roto-Shake Genie
Zahlkammer (Neubauer)

Zentrifugen Rotina 46 R
3K30
5415D
Avanti J-25

11.10. Software

EndNote® 7.0

Feature Extraction Software 10.5

KC4™ Data Analysis Software Vers. 3.6
Microsoft® Office Excel 2003
Microsoft® Office Powerpoint 2003
Microsoft® Office Word 2003

ND-1000 Vers.3.6 (Nanodrop)

Rosetta Resolver®

Pathway-Express

SigmaPlot 10.0
SPSS 20.0
StepOne™ Software Vers. 2.1

CLF Laborgeréte, Emersacker, D
GFL, Burgwedel, D
Julabo, Seelbach, D

Scientific Industries, Bohemia, USA
Roth, Karlsruhe, D

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, D
Sigma Laborzentrifugen, Osterode, D
Eppendorf Zentrifugen, Engelsdorf, D
Beckmann Coulter, Krefeld, D

Thomson Reuters, New York, USA
Agilent, Boblingen, D

Bio-Tek, Bad Friedrichshall, D
Microsoft, Redmont, USA

Microsoft, Redmont, USA

Microsoft, Redmont, USA

pegLab, Erlangen, D

Rosetta Biosoftware, Cambridge, USA

Intelligent Systems and Bioinformatics
Laboratory, Computer Science Department,
Wayne State University, USA

Systat Software, Erkrath, D
IBM, Minchen, D
Applied Biosystems, Darmstadt, D
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1. METHODEN

I11.1. Mikrobiologische Methoden

111.1.1. Bakterienkultur

Die Bakterienstimme wurden fiir jeden Versuch direkt aus dem Kryostock (-80°C) auf LB-
Agarplatten Gberimpft und ber Nacht (ca. 16 Std.) im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Je 2 —
4 Kolonien wurden dann zur Inokulation der LB-Bouillon benutzt und ggfs. zur selektiven
Anzucht der Mutanten 50 pg/ml Kanamycin zugefugt. Die Inkubation erfolgte im Schuttel-
inkubator bei 37°C und 200 rpm bis zu einer optischen Dichte von 2,0 — 2,4 bei A = 600 nm
(ODggo). Das Volumen der Flussigkultur wurde entsprechend der Wachstumsgeschwindigkeit
der verschiedenen Salmonella — Stdamme variiert, um zu gewahrleisten, dass die Kulturen

nach Ende der Inkubation eine dhnliche ODggg aufwiesen.

[11.1.2. Bakterienzahlbestimmung

Um néherungsweise die Bakteriendichte in einer Flussigkultur z.B. fur Infektionsversuche
schnell zu bestimmen, wurde 1 ml der Bakterienkultur in ein Eppendorfgefal? tberfuhrt, die
Bakterien bei 16100 x g und Raumtemperatur (RT) pelletiert, in 1 ml des jeweiligen
Zellkulturmediums (DMEM / Ham’s oder Iscove’s in Abhangigkeit der verwendeten
Wirtszellen) resuspendiert und die optische Dichte einer 1:20 Verdiinnung bei einer
Wellenldnge von A = 600 nm photometrisch bestimmt.

Da zuvor ermittelt wurde, dass eine Flissigkultur von Salmonella enterica enterica bei einer
ODgoo von 1,0 in etwa 1 x 10° Bakterien / ml enthielt, lieR sich die Bakteriendichte n, wie
folgt, bestimmen:

n =1 x 10° Bakterien / ml / ODggg X ODgog X 20 (Verdunnungsfaktor)

Zur genauen Ermittlung der Bakterienzahl / ml wurden parallel Verdiinnungen der
Ausgangssuspension in 150 mM NacCl erstellt und fiinffach je 100 pl auf LB-Agarplatten
ausplattiert. Nach einer Inkubation iber Nacht bei 37°C im Brutschrank wurden die Kolonie-
bildenden Einheiten (KbE) gezéhlt, gemittelt und nach Multiplikation mit dem jeweiligen

Verdunnungsfaktor die Bakterienzahl / ml in der Ausgangssuspension ermittelt.

111.1.3. Bakterielle Wachstumskurven

Um Wachstumskurven verschiedener Salmonella Stamme zu erstellen und daraus

Generationszeiten zu berechnen, zog man die Stdmme entsprechend I11.1.1 bis zu einer ODggo
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~ 2,0 an. Nach Bestimmung der optischen Dichte fur jeden Stamm wurde eine Verdiinnung
von 1 x 10" Bakterien / ml in PBS erstellt und mit je 10 pl dieser Suspension ein well einer
96-well Platte mit 120 pl LB-Medium oder Zellkulturmedium (entspricht 10000 Bakterien /
well) beimpft. Mit Hilfe des Luminometers Synergy™ HT wurde die optische Dichte der
wells Uber 24 Std. bei 37°C unter stdndigem Schdtteln alle 18 min gemessen und
Wachstumskurven erstelit.

[11.1.4. Kryokonservierung von Bakterienstammen

Zur langerfristigen Lagerung wurde 1 ml Flussigkultur der Bakterien in einer spét-
exponentiellen Phase (ODggo > 2,5) mit 300 pl 80% Glycerol gemischt, mit Hilfe eines

Aluminium-Blocks schnell auf -80°C gekhlt und bei dieser Temperatur aufbewahrt.

[11.1.5. Mutagenese nach Wanner [535]

Um in Salmonella bestimmte Gene zu deletieren, wurde die Methode der ortsspezifischen
Mutagenese nach Wanner & Datsenko [535] entsprechend des Protokolls angewandt und soll
hier nur kurz beschrieben werden. Dabei wird mit Hilfe der Red-Rekombinase des Phagen A,
das auf dem Helferplasmid pKD46 codiert ist, das zu deletierende Gen in den Bakterien
mittels homologer Rekombination durch eine Kanamycin-Resistenzkassette, die von
homologen Sequenzen des zu deletierenden Gens flankiert wird, ersetzt.

Die Kanamycin-Resistenzkassette wurde per PCR aus dem Plasmid pKD4 mittels Primer —
Paaren amplifiziert, die 3’ bzw. 5’-Uberhédnge besalen, die komplementir zu Sequenzen des
zu deletierenden Gens waren (z.B. fliC; Primer-Bezeichnung: FLICH3P1, FLICH4P2). Das
PCR-Produkt wurde dann mittels Agarosegelelektrophorese (siehe 111.3.1) hinsichtlich der
erwarteten L&nge hin Uberpruft und mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)
entsprechend der Herstellerangaben aufgereinigt. AnschlieBend elektroporierte man das PCR-
Produkt in elektrokompetente Bakterien des Empfangerstamms S. enterica enterica
Typhimurium LT2 SGSC 1412 (siehe 111.1.7), wo mit Hilfe der A Red Rekombinase aus
pKD46 eine homologe Rekombination zwischen dem eingebrachten PCR-Produkt und der
partiell homologen Sequenz des zu deletierenden Gens stattfand.

Die elektroporierten Bakterien wurden zu je 100 pl auf Kanamycin-haltigen Agarplatten
ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C bebritet. Kanamycin-resistente Kolonien wurden dann
per Verdiinnungsausstrich aufgereinigt, wieder tiber Nacht bebritet und von den Einzel-
kolonien Kochlysate hergestellt (siehe 111.1.10). Mittels anschlieBender PCR mit einem
Primer komplementér zur Kanamycin-Resistenzkassette (bezeichnet als K1 (vordere Flanke)

bzw. K2 (riickwértige Flanke)) und einem zur angrenzenden Region des zu deletierenden
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Zielgens (z.B. fir fliC: FLICF (vordere Flanke), FLICR (rickwaértige Flanke)) liel? sich die
Insertion in der DNA des Kochlysats nachweisen. Durch Transduktion mit dem Phagen P22
HT105/1 int-201 (siehe 111.1.9) wurde die Mutation dann wieder in den ursprunglichen
Wildtyp-Stamm S. enterica enterica Typhimurium SL1344 tberfihrt, um Sekundér-
mutationen zu vermeiden. Im Falle der Einfuhrung einer zweiten Mutation transformierte man
die Stdamme mit dem Plasmid pCP20 [536], um die Kanamycin-Resistenzkassette durch eine
FLP-Rekombinase wieder zu entfernen. Durch Selektion bei 37°C wurde die FLP-
Rekombinase erst induziert und im Laufe des weiteren Wachstums wieder dank der

Temperatur-sensiblen Replikation aus den Bakterien entfernt.

[11.1.6. Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Als Empfangerstamm flr die Mutagenese nach Wanner wurde eine Vorkultur von S. enterica
enterica Typhimurium LT2 SGSC 1412, das das Temperatur-sensible Helferplasmid pKD46
enthalt, in 6 ml LB-Medium Uber Nacht bei 30°C und 200 rpm im Schittelinkubator
angezogen. VVon dieser VVorkultur aus impfte man im Verhaltnis 1:100 eine 90 ml Hauptkultur
in LB-Medium an und lieR diese bei 30°C, 200 rpm schiittelnd bis zu einer ODggo = 0,3
wachsen. Nach Zugabe von 5 mM Arabinose (Endkonzentration) zur Induktion der A Red
Rekombinase zog man die Kultur unter gleichen Bedingungen weiter bis zu einer ODggo >
2,0. Je 45 ml wurden in zwei 50 ml — Réhrchen tberfuhrt und die Bakterien fir 10 min bei
8000 x g und 4°C pelletiert. Von diesem Punkt an wurde auf Eis gearbeitet.

Man dekantierte den Uberstand und resuspendierte die Bakterienpellets in 2 x 40 ml eiskaltem
10% Glycerol in Wasser. Dann zentrifugierte man die Bakterien erneut bei 8000 x g, 4°C fur
10 min und wiederholte den Waschschritt ein weiteres Mal. Danach wurden die Bakterien
abwechselnd in 10% Glycerol resuspendiert und, wie folgt, mit abnehmender Drehzahl fir je
10 min bei 4°C pelletiert: 1. 6000 x g, 2. 3000 x g, 3. 1500 x g.

Im Anschluss dekantierte man wieder den Uberstand und resuspendierte die Bakterienpellets
in insgesamt 2 ml 10% Glycerol. Die Suspension wurde in Aliquots zu je 100 ul in
vorgekihlten Eppendorfgefélen im vorgekihlten Aluminiumblock schnell bei -80°C

eingefroren und gelagert.

[11.1.7. Elektroporation

Die elektrokompetenten Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und zu je 100 ul Bakterien-
suspension 200 — 500 ng des PCR-Produkts bzw. der DNA pipettiert. Den Mix Uberflhrte
man dann, ohne Luftblasen zu erzeugen, in eine vorgekiihlte 2 mm Elektroporationskuvette,

die man in den Elektroporator EasyjecT Prima (PeglLab) einsetzte. Die Elektroporation
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erfolgte dann entsprechend den Anweisungen des Herstellers bei 2,5 kV, 25 uF, 400 Q. Direkt
danach ergénzte man das VVolumen in der Kuvette auf 1 ml mit LB-Medium und Uberfuhrte
die Suspension in ein Eppendorfgefal, das man fir 1 Std. bei RT inkubierte. Zur Selektion
der Transformanten wurden je 100 pl auf Agarplatten mit 50 pg/ml Kanamycin ausplattiert
und uber Nacht bei 37°C im Brutschrank bebrtitet.

I11.1.8. Herstellung von Lysaten des Bakteriophagen P22

Um eine Kanamycin-Resistenzkassette mit flankierenden Sequenzen zu einem zu
deletierenden Gen von einer durch die Wanner-Mutagenese bereits hergestellten Salmonella
Mutante als Donorstamm in einen neuen Akzeptorstamm zu tbertragen und durch orts-
spezifische homologe Rekombination die entsprechenden Gene fliC, fljB, ampG, mppA oder
mepA dabei zu deletieren, wurde der Bakteriophage P22 HT105/1 int-201 genutzt [537].
Dieser Phage ist unfahig zu integrieren und kommt daher nur im lytischen Zyklus vor. Zur
Herstellung der Phagen wurde eine Kolonie des Salmonella Donorstamms mit der
entsprechenden Deletion zur Inokulation von 6 ml L-Broth (mit 10 mM MgSQO,4 und 5 mM
CaCly) benutzt und bei 37°C, 200 rpm im Schittelinkubator bis zu einer ODgg = 0,1 - 0,3
angezogen. Nacheinander wurden je 60 ul einer 1 M MgSO, und 0,5 M CaCl;, — Lésung
sowie 25 pl der Bakteriensuspension in 6 ml verfliussigten Top-Agar pipettiert und sofort auf
eine LB-Agarplatte gegossen. 95 pl L-Broth (10 mM MgSO,, 5 mM CaCly) wurden mit 5 pl
P22 HT105/1 int-201 Phagenlysat gemischt und auf dem erhérteten Top Agar gleichmaRig
verteilt. Die Oberflache der Platte trocknete man dann bei 37°C im Brutschrank und bebrtete
sie geschlossen weiter Uber Nacht.

Top-Agar, der Zonen lysierter Bakterien zeigte, wurde von der Agarplatte abgelost, in ein 15
ml — Rohrchen Gberfihrt und 2 ml L-Broth (10 mM MgSO,, 5 mM CacCl,) sowie 50 pl
Chloroform hinzugefiigt. Die Diffusion der Phagen aus dem Agar erfolge dann tiber Nacht bei
4°C. Um den Phagen-haltigen Uberstand vom Agar zu trennen, wurde das Rohrchen fiir 15
min bei 6000 x g, RT zentrifugiert. 750 pul des Lysats Uberfuhrte man in ein Eppendorfgefal,
fligte 10 pl Chloroform zu und lagerte das Phagen-haltige Lysat bei 4°C.

111.1.9. Generalisierte Transduktion von Bakterien

Zur Transduktion des Salmonella Empfangerstammes, in dem ein bestimmtes Gen deletiert
werden soll, mit dem Phagen P22 wurden 6 ml LB-Bouillon (mit 10 mM MgSO,4 und 5 mM
CaCly) mit einer Kolonie des Giber Nacht auf einer Agarplatte angezogenen Salmonella
Stammes inokuliert und bei 37°C und 200rpm in einem Schiittelinkubator bis zu einer ODggo

> 2,0 wachsen gelassen. 100ul der Flussigkultur wurde in ein Eppendorfgefal? Gberfihrt und 1
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- 2 1l des Phagenlysats hinzugefuigt. Die Transduktion erfolgte dann wahrend einer 15 - 20-
mindtigen Inkubation bei 37°C im Brutschrank. Um weitere Infektionen zu verhindern, wurde
der Kultur 12 pul 200 mM EGTA in Wasser zugefugt und so das fur die Phagenadsorption
notwendige Ca®* gebunden. Das Volumen wurde auf 1 ml mit 20 mM EGTA in LB-Bouillon
aufgefillt und je 100 pl auf LB-Agarplatten plattiert, das zur Selektion von transduzierten
Bakterien 50 pug/ml Kanamycin enthielt. Die Kolonien wurden tiber Nacht bei 30°C im
Brutschrank bebrutet.

Am folgenden Tag wurden mindestens 2 Kolonien mit runder, glatter Morphologie zum
Ausschluss infizierter Zellen jeweils auf einer Grinplatte ausgestrichen und tber Nacht bei
30°C im Brutschrank bebriitet. Infizierte und absterbende Zellen veréndern in ihrer
Umgebung den pH-Wert und fuhren damit zu einem Farbumschlag von griin-gelblich zu blau,
so dass sie sich von transduzierten aber uninfizierten Bakterien abheben. VVon jeder Platte
wurde eine Kolonie ohne Blaufarbung in 6 ml LB-Bouillon (50 pg/ml Kanamycin) uberimpft
und bei 37°C, 200 rpm im Schuttelinkubator bis zu einer OD > 2,0 angezogen. Zur
Uberpriifung einer erfolgreichen zielgerichteten Insertion der Kanamycin-Kassette wurden
Kochlysate des Stammes (siehe 111.1.10) und eine Kryokultur zur Lagerung bei -80°C
hergestellt (siehe 111.1.4).

111.1.10. Herstellung bakterieller Lysate (Kochlysate)

Um schnell Lysate von Bakterien fiir genetische Untersuchungen mittels PCR herzustellen,
wurde 1 ml einer Flussigkultur mit einer ODggo > 2,0 fiir 5 min bei 16100 x g, RT zentri-
fugiert, das Bakterienpellet in 100 pl dest. Wasser resuspendiert und fir 5 min bei 99°C
erhitzt. Das Lysat wurde danach bei -20°C gelagert.

111.1.11. Motilitatstest

Um neben der genotypischen Uberpriifung mittels PCR auch phanotypisch die Wirkung der
Deletion von fliC und/oder fljB auf die Motilitat der Mutanten zu ermitteln, wurden
Flissigkulturen bei 37°C und 200 rpm im Schittelinkubator bis zu einer ODggo = 1,0
angezogen bzw. gegebenenfalls darauf eingestellt und mit Hilfe einer Impfnadel in LB-
Weichagarplatten Gberimpft. Die Platten wurden fiir 16 Std. bei 37°C im Brutschrank
inkubiert und der Durchmesser des Schwarmhofs um die Einstichstelle zwischen Mutante und

Wildtyp verglichen.
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111.2. Zellbiologische Methoden

111.2.1. Kultur eukaryotischer Zellen

Monocyten- / Makrophagen — dhnliche Zellen (3D4/31, PLN/C2, HD-11, THP-1, U937)
wurden in Basal Iscove’s mit 10% FKS, Epithelzellen (IPEC-J2, LoVo, Caco-2) in DMEM /
Ham’s F12 mit 10% FKS in 25 cm?2- oder 75 cm? - Flaschen im Brutschrank bei 37°C, einem
CO; - Gehalt von 5% sowie einer Luftfeuchtigkeit von 95% kultiviert. Humane Primér-
makrophagen kultivierte man abweichend in Basal Iscove’s mit 5% FKS sowie 5% humanem
Serum. Das Serum wurde vor der Zugabe fur mindestens 30 min bei 56°C inaktiviert und

damit z.B. jegliche Komplement-Reaktionen unterbunden.

[11.2.2. Subkultivierung eukaryotischer Zellen

Je nach Wachstumsgeschwindigkeit wurden die Zellen mindestens alle 7 Tage, in der Regel
jedoch alle 3 — 4 Tage passagiert. Bei adhdrenten Zelllinien sog man dazu das Kulturmedium
ab und wusch die Zellschicht mit 5 ml PBS. Nach Zugabe von 5 ml 0,05% Trypsin 0,02 %
EDTA (in PBS, pH 7,2) zur proteolytischen Spaltung von Zell-Matrix- sowie Zell-Zell-
Kontakten inkubierte man die Zellen fiir 3 — 10 min bei 37°C, 5%CO, im Brutschrank. Um
die zellschadigende Wirkung des Trypsin / EDTA zu mindern, wurde sofort nach dem
Ablésen 5 ml Medium (Iscove’s bzw. DMEM) zugeflgt und die Zellsuspension in 15 ml -
Réhrchen uberfuhrt. Fir 75 cm? - Flaschen wurden 10 ml Trypsin / EDTA und 10 ml Medium
benutzt. Die Zellen wurden dann fiir 5 min bei 155 x g, RT abzentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Pellet in 5 ml Medium (Iscove’s bzw. DMEM mit 10% FKS, ggfs.
Antibiotikum) resuspendiert. AnschlieBend sate man sie 1:10 bis 1:100 verdiinnt in eine neue
Flasche mit 5 ml Medium (Iscove’s bzw. DMEM mit 10% FKS, ggfs. Antibiotikum) ein, so
dass sie nach der gewiinschten Zeit wieder eine konfluente Zellschicht bildeten.

Abweichend von diesem Protokoll wurden Suspensionszellen wie U937 direkt in 15 ml -
Rohrchen uberfuhrt, wie oben abzentrifugiert, in Iscove’s (mit 10% FKS) resuspendiert und
1:20 fir eine Kultur von 7 Tagen bzw. 1:10 fur eine 3 — 4 tagige Kultur in eine neue Fasche
eingesat.

Fur Infektionsversuche (siehe 111.2.7) wurden die Zellen in 12-, 24- oder 96-well Platten
eingesat und U937 zusatzlich zur Adhérenz-Induktion fir 24 Std. mit 50 ng/ml Phorbol 12-
Myristat 13-Acetat (PMA) aktiviert. AnschlieBend wurde das PMA - haltige Medium gegen

Iscove’s mit 10% FKS ersetzt.
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Fur mikroskopische Untersuchungen wurden vor dem Zusatz der Zellen, die Vertiefungen der
24-well Platte mit Deckgléasern (d = 12 mm) ausgestattet.

[11.2.3. Bestimmung der Zellzahl

Um die Zelldichte in einer Zellsuspension zu ermitteln, wurden je nach zu erwartender
Zellzahl eine 1:10 oder 1:100 Verdlnnung der Suspension in Medium erstellt, 15 pl dieser
Verdlnnung in eine Neubauer Z&dhlkammer pipettiert und die Zellen in den vier groRRen
Eckquadraten gezahlt. Die mittleren Zellzahlen pro Groliquadrat wurden mit dem Kammer-
faktor (1 x 10* Zellen / ml) und dem Verdiinnungsfaktor multipliziert, um die Zellzahl / ml in

der Ausgangszellsuspension zu bestimmen.

111.2.4. Kryokonservierung eukaryotischer Zellen

Um die Zellen fur l&ngere Zeit zu lagern, wurden am Ende einer Subkultivierung je 1 ml
Zellsuspension mit 5 — 10% DMSO in einem Nunc — Kryoréhrchen gemischt und iber Nacht
schnell bei -80°C in einem vorgekihlten Aluminiumblock eingefroren. Am nachsten Tag
uberflihrte man die Réhrchen in flussigen Stickstoff und lagerte sie bei -196°C.

Zur Rekultivierung wurden die Zellen schnell bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und in eine
25 cm2 - Flasche mit angewarmtem Medium (5 ml Iscove’s oder DMEM mit 10% FKS und
1:100 Penicillin / Streptomycin) tberfuhrt. Nach 24 Std. im Brutschrank wurde das Medium

gewechselt, um das DMSO und Zellreste zu entfernen.

[11.2.5. Untersuchung auf Mykoplasmen

Um sicher zu stellen, dass die Zellkulturen frei von Mykoplasmen waren, die insbesondere
Experimente im Bereich der Immunantwort auf eine Salmonella — Infektion beeintrachtigt
hétten, wurden die Zelllinien in regelmaRigen Abstédnden in einem institutsinternen,

mikrobiologischen Diagnostiklabor auf eine Kontamination mit Mykoplasmen untersucht.
Dazu wurde ein Aliquot des Zellkulturtiberstandes mit einigen Zellen in einer PCR auf das

Vorhandensein von Mykoplasmen-DNA analysiert.

[11.2.6. Isolation und Kultur humaner Primarmakrophagen

Humane Primarmakrophagen wurden aus humanem Spenderblut vom Deutschen Roten Kreuz
(DRK) gewonnen. Zuvor wurde bereits beim DRK aus Vollblut durch die sogenannte ,,Inline-
Filtration* ein Konzentrat aus Leukozyten und Thrombozyten mit einem Volumen von 60 —
80 ml abgetrennt (Quelle: DRK), das immer noch einen gewissen Anteil an Plasma und
Erythrozyten enthielt. Dieses Konzentrat wurde 1:1 mit PBS versetzt und fiir die folgende
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Gradienten-Dichtezentrifugation 15 ml Histopaque®-1077 (analog zu Ficoll) in 50 ml
Réhrchen mit 30 ml der Blut / PBS — Losung uberschichtet. Die Auftrennung der
Komponenten erfolgte wéhrend einer 25-mindtigen Zentrifugation bei 700 x g, RT ohne
aktive Bremse und mit geringer Beschleunigung der Zentrifuge. Vom Gradienten wurden
etwa 2/3 des Plasmas verworfen und der sogenannte buffy coat bestehend aus Leukozyten in
neue 50 ml Réhrchen auf Eis Gberfihrt. Zur Abtrennung verbliebenen Plasmas und restlicher
Thrombozyten wurden 5 ml des buffy coats auf 30 ml mit eiskaltem PBS aufgefillt und bei
225 x g fur 15 min bei 4°C zentrifugiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt der Zellpellets in
30 ml eiskaltem PBS. AnschlieRend wurden die Pellets in 40 ml Iscove’s (mit 10% FKS)
resuspendiert, vereint und die Zellzahl entsprechend 111.2.3 bestimmt. Aus einem ,,buffy coat*
— Blutbeutel konnten in der Regel etwa 1 x 10° Leukozyten isoliert werden. Zur weiteren
Trennung primarer Monozyten und Makrophagen von Lymphozyten etc. wurden je 1 ml der
Zellsuspension in ein well einer 12-well Platte (ohne CellBIND® Beschichtung) pipettiert und
fiir 90 min im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, inkubiert. Nicht-adharente Zellen wie Lympho-
zyten wurden mit 37°C - warmen Iscove’s von der adharenten Zellschicht der Monozyten /
Makrophagen gespult und verworfen. Die Monozyten kultivierte man fiir 6 Tage in Iscove’s
mit 5% FKS /5% humanem AB-Serum. Nach dieser Zeit wurden die Zellen mit einem
Zellschaber von der Plattenoberflache geltst, gesammelt und erneut gezahlt. Dann séte man 1
x 10° Zellen / well in 24-well Platten ein und differenzierte sie fiir 6 - 7 Tage in Iscove’s mit
5% FKS / 5% humanem AB-Serum und 5 pg/ml GM-CSF aus. AnschlieBend wechselte man
das Medium erneut und kultivierte die Zellen in Wachstumsfaktor-freiem Medium fiir weitere
1 - 2 Tage im Brutschrank bis zum Infektionsversuch.

[11.2.7. Infektionsversuch oder Gentamicin - Protection - Assay

Der Infektionsversuch stellte neben der Bestimmung von Invasionsraten und intrazellulérer
Persistenz der Salmonella Serovare in den verschiedenen Wirtszelllinien auch die Grundlage
flir eine Reihe weiterfuhrender Versuche wie dem NF-xB — Aktivierungsassay, dem Zyto-
toxizitdtsassay, Zytokinexpressionsuntersuchungen und genomweiter Genexpressions-
analysen dar.

Die fir die Infektion vorgesehenen Bakterienstdmme wurden am Vortag auf Agarplatten
(ggfs. mit Antibiotikum zur Selektion) ausgestrichen, tiber Nacht bei 37°C im Brutschrank
inkubiert und wie in 111.1.1 geschildert als Flussigkultur bis zu einer ODggo ~ 2,0 angezogen.
Parallel dazu wurde bei den eukaryotischen Zellen das Kulturmedium mindestens 1 Std. vor
der Infektion gegen 500 ul / well (24-well Platten) bzw. 50 pul / well (96-well Platten) frisches
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37°C warmes Medium (Iscove’s bzw. DMEM mit 10% FKS) gewechselt.

Wie unter 111.1.2 beschrieben, ermittelte man grob die Bakterienzahl / ml Medium in der
Ausgangssuspension und stellte diese auf 1 x 10° Bakterien / ml ein. VVon dieser Suspension
ausgehend wurden in Verdinnungsschritten von 1:10 die fur die jeweilige Anwendung

notwendige Bakteriendichte erstellt, um ein bestimmtes Bakterien / Wirtszellverhaltnis

(multiplicity of infection, MOI) zu gewéhrleisten (siehe Tabelle 10).

Infektionsversuch 24-well 0,2-1 1x 108/ ml
Zytotoxizitatsassay 96-well 2-10und 20 -100  1x10%/ml, 1 x 10"/ ml
NF-xB 96-well 2-10und20—100 1 x 10°/ml, 1x 107/ ml

Aktivierungsassay

Zytokinexpression /
Genomweite 24-well 2-10 1x 10"/ ml
Genexpression

Tabelle 10: Auflistung der eingesetzten Zellkulturplatten, Bakterienkonzentrationen und daraus
folgender MOls fur bestimmte Anwendungen

Von diesen Losungen wurden je 100 pl / well pipettiert, fur die uninfizierte Probe
entsprechend 100 pl / well Medium (Iscove’s oder DMEM mit 10% FKS) eingesetzt. Weitere
Verdlnnungen erfolgten, wie unter 111.1.2 geschildert, um am Folgetag die fiir die Infektion
tatsachlich eingesetzte Bakterienzahl zu bestimmen.

Um eine gleichzeitige Infektion zu gewahrleisten, wurden die Bakterien fiir 10 min bei 250 x
g, RT auf die Wirtszellen zentrifugiert und die Platten anschlieBend bei 37°C, 5% CO,, 95%
Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubiert. Nach 60 min wurde bei Epithelzellen, nach 30 min
bei Makrophagen das Medium gegen 37°C - warmes Medium (Iscove’s bzw. DMEM mit
10% FKS) mit 50 pg/ml Gentamicin gewechselt, um extrazelluldr verbliebene Bakterien
abzutoten. Dieses wiederum wechselte man nach weiteren 60 min gegen Medium mit 10
png/ml Gentamicin, das ein Abtoten Gber Nacht zwischenzeitlich wieder freigesetzter
Bakterien zu sicherstellt.

1,5 bzw. 2 (bei Makrophagen bzw. Epithelzellen), 4 und 24 Std. nach der Infektion wurde die
intrazellulare Keimzahl bestimmt, indem die entsprechenden wells mit 500 pl PBS (24-well
Platten) bzw. 100 pl PBS (96-well Platten) gewaschen und die Wirtszellen nach Zugabe von
500 pl (24-well Platten) bzw. 100 ul (96-well Platten) 0,1% Triton X-100 (in Wasser) fur
etwa 2 min lysiert wurden. Das Lysat wurde entsprechend der zu erwartenden Keimzahl in
150 mM NacCl 1:10 bis 1:10.000 verdiinnt und je 100 ul der Verdunnung finffach auf LB-
Agarplatten ausplattiert. Nachdem die Platten tGiber Nacht bei 30°C inkubiert wurden, konnte



68 Methoden

die Zahl koloniebildender Einheiten bestimmt und unter Einbezug des Verdunnungsfaktors
die Zahl intrazellularer Bakterien pro ml Lysat berechnet werden.

111.2.8. Transduktion eukaryotischer Zellen mit lentiviralen NF-xB
Reporterkonstrukten

Um die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-«kB als Schliisselfaktor fiir eine Immun-
antwort der Wirtszelle auf eine Infektion zu untersuchen, wurden mit Hilfe des Cignal™
Lenti NFxB Reporter Systems von S.A. Biosciences stabile NF-kB Reporterzelllinien auf
Grundlage der fur die tGbrigen Versuche verwendeten Epithel- und Makrophagenzelllinien
erstellt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Reporterzelllinien von IPEC-J2, 3D4/31, THP-1,
LoVo und HD-11 hergestellt.

Dazu wurden die Zellen in 96-well Platten eingesét und bis zu einer Konfluenz von 40 — 80%
(umso hoher die Wachstumsrate, desto niedriger die Konfluenz) im Brutschrank bei 37°C, 5%
CO,, 95% Luftfeuchtigkeit anwachsen gelassen. Zur Bestimmung der einzusetzenden lenti-
viralen Partikel bestimmte man die Zellzahl pro well, indem 2 wells pro Zelllinie mit 100 ul /
well PBS gewaschen und die Zellen mit 100 pl / well 0,05% Trypsin 0,02 % EDTA (in PBS,
pH 7,2) abgel6st und vereinzelt wurden. Die Zellen zdhlte man entsprechend 111.2.3 mit Hilfe
der Neubauer Z&hlkammer und ermittelte so die Zellzahl pro well. Anhand dieser Zahl konnte
die einzusetzende Virenmenge und unter Briicksichtigung des Virustiters das einzusetzende
Volumen der Virusstocklosung berechnet werden, so dass sich eine MOI von 10 und 25
(Viren pro Wirtszelle) ergab. Das alte Kulturmedium wurde verworfen und die ermittelten
Volumina der Virensuspension in die jeweiligen wells pipettiert. Dann fllte man die wells
auf 50 pl mit Medium (Iscove’s oder DMEM mit 10% FKS) auf und fligte zur Steigerung der
Transduktionseffizienz das SureENTRY Transduktionsreagenz zu einer Endkonzentration
von 4 bzw. 8 pg/ml hinzu. Wahrend einer 20-stlindigen Inkubation im Brutschrank bei 37°C,
5% CO;, erfolgte die Transduktion der Zielzellen. AnschlieBend wechselte man das
Transduktionsmedium gegen 100 pl/well Iscove’s oder DMEM mit 10% FKS und kultivierte
die Zellen wieder im Brutschrank bei 37°C, 5% CO,, 95% Luftfeuchtigkeit.

Nach 2 — 4 Tagen wurde das Medium erneut gegen Medium mit 10% FKS und 5 pg/ml
Puromycin zur Selektion transduzierter Zellen ersetzt. Nachdem die transduzierten Zellen
unter Puromycin-Selektion wieder konfluent angewachsen waren, wurden sie in 25 cm? -
Flaschen passagiert. Die wiederum konfluent angezogenen Zellen wurden erneut subkultiviert
(siehe 111.2.2) und als Kryokultur eingefroren (siehe 111.2.4). Zudem pipettierte man je 20 pl

Zellsuspension in zehn wells einer 96-well Platte und fillte bis zu 100 pl mit Medium
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(Iscove’s oder DMEM mit 10% FKS, 5 pg/ml Puromycin) auf. Um daraus zehn Einzelzell-
klone zu erhalten, wurden diese Zellen desweiteren siebenmal in Schritten von 1:20 verdiinnt
und eingesat. Die Zellen wurden wiederum solange kultiviert, bis im letzten well der
Verdlnnungsreihe mit Zellen diese annéhernd konfluent angewachsen waren. Klone, die ein
langsames Wachstum aufwiesen, wurden verworfen. Die restlichen Klone wurden in 25 cm? -
Flaschen berfihrt und fortan in Medium mit 5 pg/ml Puromycin kultiviert.

Neben der Selektion auf Wachstumsdefizite wurden die Klone hinsichtlich ihrer Reporter-
funktion untersucht und selektiert. Dazu wurden die Zellen wie unter 111.2.7 geschildert mit S.
Typhimurium SL1344 infiziert und die NF-kB Aktivierung der infizierten im Verhéltnis zu
den uninfizierten Zellen ermittelt (siehe 111.2.9). Die 2 — 3 Klone mit der grof3ten Differenz
zwischen infizierten und uninfizierten Zellen wurden fiir weitere Versuche mit Salmonella
Serovaren und Mutanten weiter kultiviert und als Kryokultur gelagert, die restlichen Klone

verworfen.

111.2.9. Bestimmung der NF-kB Aktivierung

Die Aktivierung von NF-kB als Transkriptionsregulator wichtiger immunorelevanter Gene fiir
z.B. Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren wurde mit Hilfe der nach 111.2.8
hergestellten Reporterzelllinien infolge einer Infektion mit den verschiedenen Salmonella
Serovaren und Mutanten untersucht. Hierbei nutzt man das in das Wirtszellgenom integrierte
sogenannte NF-«B responsive element, das Bindungsstellen fir NF-kB besitzt, und als Folge
der Bindung die Transkription einer Firefly — Luziferase induziert, deren Aktivitat sich bei
Zugabe eines entsprechenden Luziferin-Substrats nach der Lyse der Zellen mittels eines
Luminometers quantifizieren I&sst.

Die Infektion der Zellen erfolgte im 96-well Format entsprechend der Beschreibung unter
111.2.7. Parallel wurden Zellen einer Platte mit 4 wells pro Serovar / Mutante und Zeitpunkt
zur NF-kB Aktivierung und einer weiteren Platte mit 2 wells pro Serovar / Mutante und Zeit-
punkt zur intrazelluldren Keimzahlbestimmung infiziert. Die Probennahme (Keimzahl-
bestimmung sowie Messung der Luziferase-Aktivitat) erfolgte 2, 4 und 24 Std. post
infectionem (p.i.). Die Keinzahlbestimmung erfolgte wie unter 111.2.7 beschrieben.

Zur Messung der Luziferase-Aktivitat und damit indirekt zur Bestimmung der Aktivierung
von NF-xB wurde das Volumen in den zu untersuchenden wells auf 25 ul / well gebracht und
entsprechend der Herstelleranweisungen des Bright-Glo™ Luciferase Assay System 25 pl /
well Bright-Glo™ Luciferase Reagenz mit einer Mehrkanalpipette hinzugefiigt, fiir 10 s auf
einem Plattenschittler gemischt, etwaige Luftblasen entfernt und fir 2 min bei RT inkubiert.
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Zuerst erfolgte eine Testmessung zur Feststellung der optimalen Verstarkung des Signals im
Luminometer Synergy™ HT. 5 min nach Zugabe des Reagenzes erfolgte dann die eigentliche

Messung der Chemolumineszenz, die als relative light units (RLU) ausgegeben wurde.

[11.2.10. Zytotoxizitatsmessung

Um zu untersuchen, inwiefern die verschiedenen Salmonella Serovare zytotoxische Effekte in
ihren Wirtszellen ausldsen oder induzieren, wurde mit Hilfe des CytoTox-ONE™
Homogeneous Membrane Integrity Assays (Promega) die Membranintegritét infizierter und
uninfizierter Zellen untersucht.

Wiederum wurden die Zellen wie unter 111.2.7 beschrieben mit den verschiedenen Salmonella
Serovaren und Mutanten infiziert und 24 Std. p.i. die Akkumulation der Lactatdehydrogenase
(LDH) im Uberstand als Nachweis zerstorter und permeabler Zellmembranen bestimmt.
Zuerst wurde hierzu als Positivkontrolle 2 pl Lysepuffer pro 100 pl Medium in 3 wells mit
uninfizierten Zellen pipettiert und die Platte fir 10 s auf einem Plattenschuttler gerittelt. Die
Platte wurde fur 20 — 30 min auf Raumtemperatur gebracht und dann das VVolumen in den
wells auf 50 pul / well reduziert. Mit einer Mehrkanalpipette wurden 50 pl / well CytoTox-
ONE™ Reagenzes hinzugefiigt, die Platte fiir 30 s geschiittelt und fiir 10 min bei RT, dunkel
inkubiert. AnschlieBend fugte man 25 ul / well einer Stop-Losung hinzu, um den reduktiven
Umsatz des Farbstoffs Resazurin in Anwesenheit von NADH, das bei der Umsetzung von
Lactat zu Pyruvat durch die LDH aus NAD™ gebildet wird, zum fluoreszierenden Resorufin
zu unterbrechen. Etwaige Luftblasen wurden entfernt.

Die Messung der Fluoreszenz (in RLU) erfolgte mit Hilfe des Luminometers Synergy™ HT
bei einer Anregungswellenldnge von A = 530 nm und einer Emissionswellenlédnge von A = 590
nm. Nach Abzug der Fluoreszenz der nicht-infizierte Proben von den infizierten konnte die
prozentuale Zahl abgestorbener Zellen bezogen auf die Positivkontrollen (lysierte Zellen)

berechnet werden.
111.3. Molekularbiologische Methoden

111.3.1. Agarosegelelektrophorese

Zur Prufung von PCR-Produkten und aufgereinigter RNA wurden die Nukleinsdureproben
elektrophoretisch im Agarosegel aufgetrennt. Je nach GréRe der aufzutrennenden Nuklein-
séuren wurde der prozentuale Anteil an Agarose in 1 x Tris-Borat (TBE)- Laufpuffer
entsprechend der Empfehlungen in Sambrook et al. (2001) gewéhlt [544]. In der Regel

wurden 0,8 — 2,0 % Agarosegele verwendet; die Auftrennung von Gesamt-RNA Extrakten
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erfolgte in 1,2% Agarosegelen. Zur Herstellung der Gele wurde die Agarose in 100 ml TBE-
Puffer erhitzt und geldst. Zu der auf etwa 60°C abgekuhlten Losung pipettierte man 5 pl 1%
Ethidiumbromid, um die Nukleinséuren spater im Gel zu markieren. Die Agaroseldsung
wurde in die Geltrager gefillt, die Kdmme eingesetzt und nach Erhéarten des Gels dieses in
eine horizontale Gelkammer mit TBE-Puffer eingelegt.

Die Proben (in der Regel bei PCR-Produkten 1:10 Volumen der Probe, bei RNA 2 — 5 pl des
RNA-Extraktes) wurden mit 1 — 2 pl 6x Probenladepuffer versetzt und in die Geltaschen
pipettiert. Zur Abschatzung der FragmentgrofRen wurden 5 pl des GroRenstandards 100 bp-
DNA-Leiter, extended (Roth) mit aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei einer
konstanten Spannung von U = 100 — 120 V oder 10 V/cm Gellange.

Die Visualisierung der Nukleinsédurebanden anhand des interkalierenden Ethidiumbromids

erfolgte am UV-Transilluminator.

111.3.2. Extraktion von RNA (inkl. DNAse Verdau)

Um die Genexpression bestimmter immunorelevanter Gene bei einer Infektion zu untersuchen
oder Microarray-basierte genomweite Genexpressionsanalysen durchzufiihren, wurde RNA
aus infizierten und uninfizierten Zellen infolge eines Infektionsversuches (siehe 111.2.7) in 24-
well Platten 4 Std. p.i. extrahiert. Dabei wurden die Infektionen als Triplikate (d.h. 3 wells pro
Ansatz) durchgefuhrt. Die Aufreinigung erfolgte sdulenbasiert mit Hilfe des RNeasy Qiagen-
Kits entsprechend der Angaben des Herstellers.

Grobgefasst wurden die Zellen lysiert, das Lysat mit 70% Ethanol und Chloroform versetzt
und auf eine Séaule geladen. Nachdem die an das Saulenmaterial gebundene RNA gewaschen
wurde, fiigte man eine DNAse (Qiagen) hinzu und verdaute fur 30 min bei RT die ebenfalls
an die S&ule gebundene DNA. Die DNA-Fragmente wurden ebenfalls von der Séule
gewaschen und die RNA mit 30 ul DEPC-Wasser von der Sdule eluiert. Die RNA wurde bis
zu einem Tag bei 4°C, ansonsten l&angerfristig bei -80°C gelagert.

Zur Untersuchung auf Degradation und Fragmentation wurde die RNA mittels Agarosegel-
elektrophorese aufgetrennt (siehe 111.3.1) und hinsichtlich der 18S- und 26S- rRNA Banden

sowie Abbauprodukten nahe der Lauffront Gberprift.

111.3.3. DNA- und RNA-Konzentrationsbestimmung

Die Nukleinsédurekonzentrationen in RNA- und DNA-Proben wurde mit Hilfe des Nanodrop
Spektrophotometer bei einer Wellenldnge von A = 260 nm gemessen. Die Nukleinsédurebasen
absorbieren Licht bei 260nm, so dass eine OD,g = 1 etwa 50 pug/ml doppelstrangiger DNA
(dsDNA), 37 pug/ml einzelstréngiger DNA (ssDNS, z.B. cDNA) oder 40 pg/ml RNA
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entspricht. 2 pl der Probe wurde in das Spektrophotometer geladen, die Absorption bei 260,
280 und 230 nm gemessen und anhand des Extinktionskoeffizienten die Nukleinséure-
konzentration berechnet. Die Ezg / E2g0 Quotienten ermdglichten eine Aussage Uber den Grad
der Verunreinigung der Probe mit Proteinen oder Phenol, der Eg / E230 Quotient Uber
Verunreinigungen mit Kohlenhydraten, Peptiden, Phenol oder aromatischenVerbindungen
[544]. Als Richtwert wurden DNA-LAsungen mit Exgo/Ezgo > 1,8 sowie Ezg0/E230 > 2,0 und

RNA-LGdsungen mit Ezg0/E280 > 2,0 sowie Ezg0/E230 > 2,0 als hinreichend rein betrachtet.

I11.3.4. Reverse Transkription

Um die extrahierte Gesamt-RNA in cDNA revers zu transkribieren, wurden je 2 ug RNA mit
DEPC-Wasser auf ein Volumen von 10 pl gebracht und 2 pl random primer (500 pg/ml,
Promega) hinzugefiigt. RNA und primer denaturierte man dann fur 5 min bei 70°C.

AnschlieBend wurden die Reaktionsansatze auf Eis nach folg. Schema pipettiert:

M-MLV RT 5xPuffer (Promega) 5ul
dNTP-Mix (2 mM, Roth) 6,75 ul
RNasin® RNase Inhibitor (40 u/pl, Promega) 0,625 ul
M-MLV RT (200 u/pl, Promega) 1yl

Die Reverse Transkription erfolgte fir 1 Std. bei 37°C im Wasserbad oder PCR-Cycler. Die
cDNA wurde bis zur qPCR bei -20°C gelagert.

111.3.5. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Um die erfolgreiche zielgerichtete Insertion der Kanamycin-Resistenzkassette wahrend der
Mutangenese nach Wanner & Datsenko bzw. nach einer Transduktion mit dem Phagen P22
zu Uberprifen, sollte mit Hilfe der PCR die Ubergange zwischen dem Kanamycin-Gen und
den angrenzenden genomischen Regionen amplifiziert werden. Nur bei korrekter Insertion des
Kanamycin-Gens an der gewunschten Stelle im bakteriellen Genom war die Bildung eines
PCR-Produkts moglich. Das Pipettierschema flir eine PCR Reaktion sowie das verwendete

Programm fiir den anschlieBenden Lauf im Cycler sind im Folgenden beschrieben:
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5ul 10x GenTherm Puffer (Rapidozym) Schritt Temp. Zeit
Sul dNTP-Mix (2 mM, Roth) Initiale
. . 94°C 2 min
1,5ul MgCl, (50 mM, Rapidozym) Denaturierung
2 ul Je Primer (10 pmol/pul) Denaturierung  94°C 1 min
02  BioTherm™ Tag DNA-Polymerase Annealing 50°C 1 min 35x
’ (5 u/ul) Elongation 72°C 1 min
1l DNA-Template Endelongation  72°C 5min
ad 50 ul Wasser Rotisolv™

Die PCR-Produkte wurden bis zur gelelektrophoretischen Untersuchung bei -20°C oder 4°C
gelagert.

111.3.6. Real-Time (quantitative) Reverse Transkriptions-PCR (qRT-PCR)

Die auf der herkdbmmlichen PCR basierende Echtzeit-PCR wurde genutzt, um die cDNA als
Kopie der RNA eines Gens zu quantifizieren und somit Aussagen uber die Expression von
Genen bestimmter Zytokine bei einer Salmonella — Infektion zu ermdglichen.

Der Reaktionsansatz setzte sich, wie folgt, zusammen und wurde zu 18 ul / well in 96-well

Reaktionsplatten (Applied Biosystems) vorgelegt.
Real-Time PCR Ansatz

10l 2x Power SYBR® Green Master Mix Schritt Temp. Zeit

1,8 ul  Je Primer (10 pmol/ul) Initiale
Denaturierung

Denaturierung  95°C 15s
40x

95°C 10 min
4,4l Wasser gogisolyr

Annealing 55°C 30s
Elongation 72°C 30s

Denaturierung  95°C 15s
Annealing 55°C 1 min

Schmelzpunkt- - gorc o1 950¢
bestimmung

Fir jede Probe wurden mindestens zwei technische Replikate eingesetzt. Pro Reaktion
pipettierte man 2 pl der Template — cDNA bzw. Wasser als Negativkontrolle an den oberen
Rand des wells, verschloss die Platte durch eine adhdsive Folie und zentrifugierte sie fur 1
min bei 1000 x g.

Der Real-Time PCR — Lauf erfolgte im StepOnePlus™ System (Applied Biosystems) unter
den oben beschriebenen Bedingungen. Die Fluoreszenz des SYBR® Green | Farbstoffes, der
mit doppelstrangiger DNA interkaliert, wurde jeweils am Ende der Elongationsphase in jedem

Zyklus gemessen, die Schmelzpunktbestimmung erfolgte am Ende der PCR wahrend einer
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schrittweisen Erhohung der Temperatur von 55°C auf 94°C um 0,5°C/s.

Zur Auswertung der PCR-L&ufe wurde ein Schwellenwert festgelegt, der den Beginn der
exponentiellen Phase der sigmoiden Amplifikationskurven fur die Proben markierte und
anhand dessen jeder Probe ein sogenannter ,,Cycle Threshold“ (C;) zugeordnet werden
konnte. Umso kleiner der Ci-Wert und umso fruher der gesetzte Schwellenwert erreicht
wurde, umso grolier war die jeweilige Ausgangsmenge der cDNA in der Probe. Die Ci-Werte
der beiden technischen Replikate wurden jeweils gemittelt. Eine Normalisierung der Werte
erfolgte durch Subtraktion der mittleren C-Werte des endogenen Referenzgens (GAPDH) von
den Ci-Werten der Zielgene fir jede Probe, woraus sich jeweils ein AC-Wert ergab. Um die
Werte der infizierten zu den uninfizierten Proben (Referenz) ins Verhéltnis zu setzen, wurden
die ACi-Werte der uninfizierten Proben fiir das jeweilige Zielgen von den AC-Werten der
infizierten Proben subtrahiert, wodurch man den sogenannten AAC-Wert erhielt, der zur
Berechnung der relativen Genexpression (Expression eines Zielgens in den infizierten relativ

zu den uninfizierten Proben) nach 2T diente.

I11.3.7. Microarray-basierte genomweite Genexpressionsanalysen

Um eine moglichst umfassende Ubersicht (iber die Genexpression infizierter humaner
Makrophagen nach einer Infektion mit verschiedenen Salmonella Serovaren zu erhalten und
gafs. Unterschiede zu identifizieren, wurden Microarray-Studien durchgefihrt.

Dazu wurden humane Primarmakrophagen aus Blut von acht verschiedenen Spendern isoliert
(siehe 111.2.6), um entsprechend acht voneinander unabhangige Infektionsversuche
durchzufiihren, bei denen je 3 wells einer 24-well Platte mit S. Typhimurium SL1344, S.
Enteritidis, S. Dublin, S. Choleraesuis A50 oder S. Gallinarum infiziert wurden (siehe 111.2.7).
Die Lyse der Zellen mit anschlieBender RNA-Extraktion erfolgte 4 Std. p.i. entsprechend
111.3.2. Die RNA der drei gleichbehandelten Ansétze wurde am Ende der Aufbereitung
vereint. Die Qualitdt der RNA kontrollierte man tber Agarosegelelektrophorese (siehe
111.3.1), Extinktionsmessungen mittels NanoDrop (siehe 111.3.3) und einer Bioanalyzer —
Untersuchung bei IMGM Laboratories (Martinsried, D).

Die Genexpressionsanalysen erfolgten mit dem System von Agilent Technologies auf
Grundlage des Protokolls ,,Agilent One Color Microarray-Based Gene Expression Analysis*
(Version 5.7, 2008).

Eine Ubersicht der erfolgten Schritte ist im folgenden Schema gegeben.
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Infektion

4Std p.i. Zelllyse

Gesamt - RNA Extraktion

Reverse Transkription (— cDNA)

cRNA Synthese, Amplifikation and Markierung

cRNA Aufreinigung

18 Std. Hybridisierung (65°C)

Waschen

Scannen

,Feature extraction* und Normalisierung

Analyse (t-Tests, Ratios, PCA,
Clustering, Pathway Analyse...)

Zusammenfassend erfolgte die Weiterverarbeitung der extrahierten Gesamt-RNA folgender-
mafen. Zur spateren Normalisierung der einzelnen Arrays wurde zuerst ein Spike-In Mix aus
dem One-Color Spike-In Kit (Agilent) entsprechend der Anweisung verdinnt und zu den
RNA-Proben hinzugefigt. Pro Ansatz wurden 500 ng Gesamt-RNA eingesetzt. AnschlieRend
pipettierte man aus dem One-Color Quick Amp Kit (Agilent) einen T7 Promotor primer hinzu
und denaturierte die Nukleinséuren bei 65°C. Mittels einer MMLYV - Reversen Transkriptase
wurde die RNA dann wahrend einer 2-stiindigen Reaktion bei 40°C in cDNA umgeschrieben.
Nach einer Hitzeinaktivierung der Reversen Transkriptase bei 65°C wurde die cDNA
wiederum bei 40°C fir 2 Std. mit Hilfe einer T7 RNA-Polymerase in eine sogenannte CRNA
Ubersetzt, amplifiziert und zur Fluoreszenzmarkierung gleichzeitig die in der Losung
befindlichen Cyanin 3 — markierten Cytidintriphosphate (Cy3-CTP) eingebaut.

Die Aufreinigung der markierten cRNA erfolgte mit Hilfe des séulenbasierten RNeasy Kits
(Qiagen) entsprechend dem Agilent Protokoll bei 4°C bzw. auf Eis. Die Elution der cRNA
von der S&ule wurde mit 30 pl RNase-freiem Wasser durchgefiihrt. Die Fluoreszenz-
markierte CRNA lagerte man stets dunkel auf Eis bzw. langerfristig bei -80°C.

Mit Hilfe des Nanodrop Spektrophotometers wurde zum einen die Konzentration der cRNA
in Losung und zum anderen die spezifische Aktivitat des Cy3 Farbstoffs ermittelt. Die
gesamte RNA-Menge pro Ansatz (berechnet aus dem Produkt von RNA-Konzentration und

30 pl Elutionsvolumen) sollte >1,65 g sein. Als Grenzwert fur die spezifische Cy3 Aktivitét
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(berechnet aus (Cy3 Konzentration in pmol/ul) / (cCRNA Konzentration in ng/ul) x 1000)
galten 9,0 pmol Cy3/ pg cRNA.

Die nun folgende Hybridisierung der cRNA mit den 60-meren Oligonukleotiden auf dem
,Human GE 4x44K v2 Microarray* erfolgte mit dem Gene Expression Hybridization Kit
(Agilent). Die Fragmentierungsansatze zur Stiickelung der cRNA-Strdnge wurden
entsprechend dem Protokoll fur 4x44k Microarrays angesetzt. Dazu wurden 1,65 pg cRNA
mit Fragmentierungspuffer und einem Blocking Reagenz flir exakt 30 min bei 60°C inkubiert
und die Reaktion durch Zugabe von Hybridisierungspuffer gestoppt. Nach kurzer Zentri-
fugation wurden die Proben auf Eis gelegt. Ein sogenanntes gasket slide mit Dichtringen
wurde in die SureHyb Hybridisierungskammer eingelegt und 100 pl der jeweiligen Probe
mittig und ohne Luftblasen in das vom Dichtring umrandete Feld pipettiert. Dann wurde der
Microarray-slide mit der Array-Seite zur Probe hin auf das gasket slide gelegt und die
Kammer verschlossen. Die Hybridisierung erfolgte rotierend im Hybridisierungsofen fur etwa
18 Std. bei 65°C und 10 rpm.

Das Waschen der Arrays erfolgte etwas abweichend vom Agilent - Protokoll mit selbst
hergestellten Waschpuffern ohne Acetonitril in vier Schritten. Ohne die Arrays trocknen zu
lassen, wurden die Hybridisierungskammern auseinandergebaut, der Microarray-slide im
60°C-warmen Waschpuffer | vom gasket slide geldst und mit der Array-Seite nach innen in
einem Gestell in eine schwarze Box mit 37°C-warmen Waschpuffer | Gberfiihrt. Die Box
platzierte man auf einem Magnetriihrer und wusch die Arrays fir 10 min und 1000 rpm. Der
zweite Waschschritt erfolgte fur 10 min bei RT in einer 2.Box mit Waschpuffer I. Im dritten
Schritt wurden die Arrays fur 5 min bei RT in Waschpuffer 11 gewaschen und dieser Schritt in
einer neuen Box mit Waschpuffer 11 wiederholt.

Dann wurden die Microarray-slides schnell mit Druckluft getrocknet, in einen Tréger
eingelegt und zum Scannen in den High-Resolution C Scanner von Agilent eingesetzt.

Der Scan erfolgte entsprechend der Agilent Anweisung mit einer Auflésung von 5 pum und
nur im griinen Fluoreszenzkanal.

Ausgehend von den erstellten Bildern der Arrays wurden nun mit Hilfe der Agilent Feature
Extraction Software (Version 9.5.3) die Signale auf dem Array Uber das Grid Template
(Q26652_D_F 20100430) entsprechend dem aktuellen Protokoll fiir einfarbige Experimente
(GE1_105_Jan09) bestimmten RNA-Sequenzen sowie Kontrollen (z.B. Spike-In Proben)
zugeordnet, Signalintensitaten ermittelt, Korrekturen (z.B. des lokalen Hintergrundes) sowie
eine Normalisierung der Signale nach dem LOWESS Algorithmus durchgefiihrt und ein QC

Report zur Qualitatskontrolle erstellt. Die weitere Datenauswertung (Berechnung der
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Verhaltnisse zwischen uninfizierten und infizierten Proben, das Mitteln der acht Replikate /
Ansatz, Signifikanz-, Cluster-, Pathwayanalysen) erfolgte mit Hilfe der Software Rosetta
Resolver®, Microsoft® Office Excel 2007 und dem Pathway Express von Intelligent Systems
and Bioinformatics Laboratory, Wayne State University, Detoit. Letztere ist ein frei zu
nutzendes Online-Programm, das zur Ermittlung der Signalwege, in die die eingespeisten
Gene involviert sind, die Datenbank der KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)

nutzt.

[11.3.8. Statistische Auswertung

Die in dieser Arbeit dargestellten Daten ergaben sich, sofern nicht anders angegeben, aus
mindestens drei unabhangigen Versuchen mit je einfach (Wachstumskurven), zweifach
(Gentamicin-Protection Assays), dreifach (QRT-PCR), vier- oder flinffach (NF-«B -,
Zytotoxizitats - Assays) Ansatzen. Aus diesen Versuchen wurden mit Hilfe von Microsoft®
Office Excel 2003 die arithmetischen Mittelwerte und Standardabweichungen errechnet und
entsprechende Balken- und Kurvendiagramme mit Microsoft® Office Excel 2003 oder
SigmaPlot 10.0 (SYSTAT Software) dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mit
Microsoft® Office Excel 2003 und SPSS 20 (IBM). Normalverteilte Werte wurden
hinsichtlich homogener Varianzen mittels F-Test (Excel) bzw. nach dem Levene-Verfahren
getestet. Darauf folgte die Signifikanzanalyse mittels Students T-Test fiir zwei ungepaarte
Stichproben jeweils in Bezug auf S. Typhimurium SL1344 bzw. den Wildtyp-Stamm.
Unterschiede mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von a < 0,05 (*) bzw. 0,01 (**) wurden als

signifikant bzw. hoch-signifikant betrachtet.



78

V. ERGEBNISSE

Zur Aufklarung und Untersuchung Salmonella Serovar- und Wirtsspezies-spezifischer
Faktoren bei Salmonella Infektionen und der daraus resultierenden Entwicklung
verschiedener Krankheitsverlaufe, die in vivo von apparenten Infektionen tiber eine lokal und
temporal begrenzte Gastroentertitis bis hin zu schweren systemischen Erkrankungen unter
Beeintrachtigung der Funktion diverser Organe reichen, wurde flr diese Arbeit ein
vergleichender Ansatz gewahlt, in dessen Rahmen die Infektion von Epithel- und
Makrophagen-ahnlichen Zelllinien aus dem Huhn, dem Schwein und dem Menschen mit je
zwei Salmonella enterica Vertretern unterschiedlichen Wirtsspektrums (Breitspektrum,
wirtsadaptiert, -beschrankt) auf verschiedene Parameter hin analysiert wurde. So erfolgte
zuerst eine Untersuchung des Verhaltens der Serovare in Kultur unter unterschiedlichen
Spezies-abgeleiteten Temperaturen. AnschlieRend fand ein Vergleich der Invasion und
intrazellularen Persistenz der Serovare in den verschiedenen Zellinien und in humanen
Primérmakrophagen statt. Es folgte die Analyse der daraus resultierenden Zytotoxizitat und
Immunreaktion anhand der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-«B, der Expression
wichtiger Zytokin- und Chemokingene sowie bzgl. der humanen Primarmakrophagen auch
anhand einer Microarray-basierten genomweiten Genexpressionsanalyse. Zur Untersuchung
der NF-xB Aktivierung wurden NF-kB — abhangige Luziferase-Reporterzelllinien etabliert,
die aus den zuvor benutzten Zelllinien hervorgingen. Diese wurden neben den Serovar-
Vergleichen auch hinsichtlich ihrer Aktivierbarkeit durch verschiedene synthetische
pathogen-associated molecular patterns (PAMPS) und entsprechende Salmonella Mutanten
charakterisiert und die Ergebnisse mit den Resultaten der Serovar-Vergleiche in Beziehung

gesetzt.

1VV.1. Wachstum von Salmonella bei 37°C und 42°C

Da sich die Korpertemperatur von S&ugern und Huhnern unterscheidet, wurden als Grundlage
fur die folgenden Infektionsstudien Wachstumskurven der in der Arbeit verwendeten
Salmonella Stdimme bei einer Temperatur von 37°C (Kdérpertemperatur Mensch) sowie 42°C
(Korpertemperatur Huhn) aufgezeichnet und fur jeden Stamm die Generationszeit nach N(t) =
No x et*"@) harechnet. Hierbei ist N(t) die Bakterienzahl zum Zeitpunkt t, No die Anfangs-
bakterienzahl und k die Wachstumsrate, die sich aus der Steigung der Geraden in der
Exponentialphase ergibt. Setzt man fur die Verdopplung N(t) = 2 X Ny, so lasst sich die
Generationszeit tp nach Berechnung von k einfach nach tp = In(2) / k ermitteln.
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Salmonella Wachstumskurve (37°C) Salmonella Wachstumskurve (42°C)
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Abbildung 3: Wachstumskurven verschiedener Salmonella Stamme bei 37°C (links) bzw. 42°C (rechts) in
LB-Medium (dargestellt ist je ein reprasentativer Versuch)

S. Enteritidis und S. Typhimurium inklusive seiner Mutanten wiesen demnach mit einer
Verdopplungszeit von etwa einer halben Stunde sowohl bei 37°C als auch bei 42°C das
schnellste Wachstum unter Kulturbedingungen auf (siehe Abbildung 4). Es folgten S. Dublin,
die beiden S. Choleraesuis Stamme sowie S. Gallinarum und S. Pullorum mit der gréRten
Verdopplungszeit (189 bzw. 206 min). Damit hat die Deletion bestimmter Gene in S.
Typhimurium SL1344 nicht zu einer Veranderung des Wachstums unter diesen Bedingungen

gefihrt.
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Abbildung 4: Generationszeiten verschiedener Salmonella Stémme bei 37°C (links) bzw. 42°C (rechts).
Die mittleren Generationszeiten sind neben der Balkendarstellung auch numerisch in schwarz bzw. weil3
vermerkt. ST: S. Typhimurium SL1344, SE: S. Enteritidis, SC SARB: S. Choleraesuis SARB4, SC A50: S.
Choleraesuis A50, SD: S. Dublin, SG: S. Gallinarum, SP: S. Pullorum. * p < 0,05, ** p < 0,01 im Verhéltnis zu
S. Typhimurium SL1344; a: p < 0,05, b: p < 0,01 fiir eine signifikante Generationszeiterh6hung von 37°C zu
42°C.
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Bemerkenswert ist dartiber hinaus der drastische Anstieg der Generationszeiten bei Erhohung
der Temperatur vor allem bei den wirtsadaptierten und -beschréankten Serovaren S.
Choleraesuis A50, S. Gallinarum und S. Pullorum. Die Generationszeiten von S. Choleraesuis
SARB4 und S. Dublin verénderten sich nur moderat, die der Breitspektrum-Serovare S.
Typhimurium (inkl. Mutanten) und S. Enteritidis kaum bis gar nicht. Damit vermégen vor
allem diese Serovare, auch bei héheren Temperaturen etwa im Huhn schnell zu wachsen.
Zudem treten die Serovare bei unterschiedlichen optischen Dichten in die stationare Phase
ein. Da wahrend der spat-exponentiellen Phase die Induktion verschiedener Virulenzgene
beobachtet wurde und diese damit fiir die Infektion von Zellen entscheidend ist, wurden die
Bakterien vor einem Infektionsversuch bis zu einer OD ~ 2,0 angezogen, so dass alle Stdamme
zumindest eine spat-exponentielle Wachstumsphase erreicht hatten [467, 545, 546]. Da die
Stamme diesen Punkt unterschiedlich schnell erreichen, wurde vor der Inokulation ein
unterschiedliches Volumen an LB-Medium fur die Anzucht zugrunde gelegt und damit
gleiche Ausgangsbedingungen fir die Infektionsversuche gewahrleistet

1V.2. Invasion und intrazellulare Persistenz

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sieben Stdmme ensprechend sechs verschiedenen
Salmonella enterica Serovaren mit unterschiedlicher Wirtsadaptation zur Infektion von
intestinalen Epithel- und Makrophagen / Monozyten-ahnlichen Zellen aus dem Menschen,
dem Schwein und dem Huhn genutzt. Zusétzlich zu den acht verschiedenen Zelllinien wurden
auch humane Primérmakrophagen aus dem Blut infiziert. Beide Zelltypen (Monozyten /
Makrophagen und Epithelzellen) unterscheiden sich deutlich hinsichtlich des Eindringens der
Salmonellen. Wéhrend bei den Epithelzellen allein die Bakterien ihre Aufnahme in die Zelle
aktiv durch Adhésion tiber Adhé&sine und darauffolgende SP11-T3SS — vermittelte Injektion
von Effektoren fur das membrane-ruffling und die Aufnahme der Bakterien per Makropino-
zytose induzieren, spielt bei den Makrophagen zusatzlich der Prozess der Phagozytose eine
entscheidende Rolle, so dass neben den Bakterien auch die Makrophagen aktiv an einer
Aufnahme beteiligt sein konnen. Wahrend bei den Epithelzellen die Bakterien - vermittelte
Erkennung von und Adhésion an Oberflachenfaktoren der Wirtszelle entscheidend ist, spielt
bei den Makrophagen zudem die eigene Erkennung der verschiedenen Serovare etwa anhand
von PAMPs durch wirtseigene Faktoren eine Rolle. Um neben der Invasion die Phagozytose
als zusétzlichen Mechanismus zu beriicksichtigen, wurde die Infektionsdauer fir Makro-
phagen im Gegensatz zu den Epithelzellinfektionen halbiert. Die jeweilige Invasivitét der

Serovare sowie die anschlielRende Persistenz in den Wirtszellen tGber einen Zeitraum von 24
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Std., d.h. intrazelluléar zu Gberleben oder sich sogar zu vermehren, werden fir jede Spezies im

Folgenden beschrieben.

IV.2.1. Schwein

Stellvertretend fir das Schwein wurden die intestinale Epithelzelllinie IPEC-J2 sowie die
alveolare Makrophagenzelllinie 3D4/31 mit Salmonella infiziert.

Die Invasionsraten waren bei den Epithelzellen IPEC-J2 mit 11 + 4% der Infektionsdosis fur
S. Typhimurium SL1344 im Verhaltnis zu den anderen Zelllinien niedrig. Noch deutlich
niedrigere Invasionsraten wiesen vor allem die Schweine-adaptierten Isolate von S.
Choleraesuis, aber auch S. Pullorum auf (siehe Abbildung 5). Uber 24 Std. nahm die Zahl der
intrazelluldren S. Typhimurium SL1344 etwa um das 64-fache zu. Einen noch stérkeren
Anstieg verzeichnete man fur das zweite Breitspektrum-Serovar S. Enteritidis. Die anderen

Huhn- bzw. Rinder-adaptierten Serovare wiesen ein geringeres intrazellulares Wachstum auf.
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Abbildung 5: Invasivitat und Persistenz der Salmonella Serovare in der porcinen intestinalen
Epithelzelllinie IPEC-J2. Dargestellt ist die mittlere relative Invasivitét eines Serovars im Verhéltnis zu S.
Typhimurium SL1344 (links) sowie die relative Vervielfachung der intrazelluldren Keimzahl (cfu) eines
Serovars im Verhaltnis zur Vervielfachung von S. Typhimurium SL1344 (iber einen Zeitraum von 24 Std.
(rechts). Berechnet wurde das arithmetische Mittel sowie die Standardabweichung und Signifikanz (** p < 0,01,
* P <0,05) aus mindestens drei unabhéngigen Versuchen. ST: S. Typhimurium SL1344, SE: S. Enteritidis, SC
SARB: S. Choleraesuis SARB4, SC A50: S. Choleraesuis A50, SD: S. Dublin, SG: S. Gallinarum, SP: S.
Pullorum.

Bzgl. der Makrophagen 3D4/31 waren die Invasionsraten insgesamt deutlich hoher, was auf
die Phagozytoseaktivitat der Makrophagen zuriickzufiihren sein kdnnte. So lag die Invasivitét
von S. Typhimurium SL1344 bei 54 + 19%. Relativ zu dieser Invasivitat verhielten sich die
ubrigen Serovare jedoch wie zuvor fur die Epithelzellen beschrieben (siehe Abbildung 6).
Auch hinsichtlich der Persistenz zeigten, wie zuvor in den Epithelzellen, lediglich S.

Enteritidis und das SARB-Isolat von S. Choleraesuis ein groReres Vermdgen als S.
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Typhimurium (Vermehrung um den Faktor 35), sich intrazellular zu vermehren. Somit

verhielten sich die Serovare unabhangig vom Wirtszelltyp sehr dhnlich.
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Abbildung 6: Invasivitat und Persistenz der Salmonella Serovare in der porcinen Makrophagen-ahnlichen
Zelllinie 3D4/31. Dargestellt ist die mittlere relative Invasivitat eines Serovars im Verhaltnis zu S. Typhimurium
SL1344 (links) sowie die relative Vervielfachung der intrazellularen Keimzahl (cfu) eines Serovars im
Verhaltnis zur Vervielfachung von S. Typhimurium SL1344 (iber einen Zeitraum von 24 Std. (rechts). Berechnet
wurde das arithmetische Mittel sowie die Standardabweichung und Signifikanz (** p < 0,01, * P <0,05) aus
mindestens drei unabhéngigen Versuchen. ST: S. Typhimurium SL1344, SE: S. Enteritidis, SC SARB: S.
Choleraesuis SARB4, SC A50: S. Choleraesuis A50, SD: S. Dublin, SG: S. Gallinarum, SP: S. Pullorum.

IV.2.2. Huhn

Da bis zum Ende dieser Arbeit keine verdffentlichte intestinale Epithelzelllinie des Huhns zu
finden war, beschrénkten sich die Untersuchungen im Modellsystem des Huhns auf die
Makrophagen-ahnlichen Zelllinien HD-11 und MQ-NCSU.

Die Invasionsraten lagen fir S. Typhimurium SL1344 bei 36 = 5% (HD-11) und 30 + 10%
(MQ-NCSU) der Infektionsdosis. In HD-11 Zellen zeigte lediglich S. Dublin in MQ-NCSU
zudem S. Choleraesuis SARB4 eine hohere Invasivitat, insbesondere die Huhn-adaptierten
Serovare S. Gallinarum und S. Pullorum, aber auch S. Choleraesuis A50 waren zumindest in
HD-11 Zellen nur schwach invasiv. Die intrazelluldre Vermehrung war im Verhéltnis zu den
bereits beschriebenen Zellen porcinen Ursprungs insgesamt deutlich niedriger. So lag sie fiir
S. Typhimurium SL1344 in HD-11 Zellen lediglich bei dem Dreifachen, in MQ-NCSU Zellen
bei etwa 18-fach. Wie zuvor fir die porcinen Zellen beschrieben, vermochte einzig S.
Enteritidis besser als S. Typhimurium intrazellul&r sowohl in HD-11 als auch in MQ-NCSU

Makrophagen zu persistieren.
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Abbildung 7: Invasivitat und Persistenz der Salmonella Serovare in der Makrophagen-ahnlichen Zelllinie
HD-11 des Huhns. Dargestellt ist die mittlere relative Invasivitét eines Serovars im Verhéltnis zu S.
Typhimurium SL1344 (links) sowie die relative Vervielfachung der intrazelluldaren Keimzahl (cfu) eines
Serovars im Verhaltnis zur Vervielfachung von S. Typhimurium SL1344 (iber einen Zeitraum von 24 Std.
(rechts). Berechnet wurde das arithmetische Mittel sowie die Standardabweichung und Signifikanz (** p < 0,01,
* P <0,05) aus mindestens drei unabhangigen Versuchen. ST: S. Typhimurium SL1344, SE: S. Enteritidis, SC
SARB: S. Choleraesuis SARB4, SC A50: S. Choleraesuis A50, SD: S. Dublin, SG: S. Gallinarum, SP: S.
Pullorum.
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Abbildung 8: Invasivitat und Persistenz der Salmonella Serovare in der Makrophagen-ahnlichen Zelllinie
MQ-NCSU des Huhns. Dargestellt ist die mittlere relative Invasivitat eines Serovars im Verhéltnis zu S.
Typhimurium SL1344 (links) sowie die relative Vervielfachung der intrazelluldren Keimzahl (cfu) eines
Serovars im Verhéltnis zur Vervielfachung von S. Typhimurium SL1344 tber einen Zeitraum von 24 Std.
(rechts). Berechnet wurde das arithmetische Mittel sowie die Standardabweichung und Signifikanz (** p < 0,01,
* P <0,05) aus mindestens drei unabhéngigen Versuchen. ST: S. Typhimurium SL1344, SE: S. Enteritidis, SC
SARB: S. Choleraesuis SARB4, SD: S. Dublin.

1V.2.3. Mensch

Humanen Ursprungs wurden die intestinalen Epithelzelllinien LoVo und Caco-2 sowie die

Makrophagen-ahnlichen Zelllinien U937 und THP-1 mit Salmonella infiziert. Im Gegensatz
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zu den adhérenten THP-1 Zellen wurden die U937 Makrophagen vor der Infektion mit PMA
behandelt und sind somit als aktiviert anzusehen. Als Briicke zu Situation in vivo infizierte
man desweiteren auch Primarmakrophagen, die zuvor aus humanem Blut extrahiert und
mittels Granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) ausdifferenziert
wurden.

Die Invasivitaten der verschiedenen Serovare verhielten sich in beiden betrachteten
intestinalen Epithelzelllinien sehr &hnlich. So lag die Invasionsrate von S. Typhimurium
SL1344 bei 43 £ 12% (LoVo) bzw. bei 16 + 3% (Caco-2) der Infektionsdosis. Im Verhaltnis
zu diesen Werten zeigte vor allem das Rinder-adaptierte Serovar S. Dublin eine hohere
Invasivitét, S. Choleraesuis A50 und die beiden Huhn-adaptierten Serovare S. Gallinarum und
S. Pullorum deutlich niedrigere Invasivitaten. Damit spiegelten diese Ergebnisse die zuvor in

den Huhner-Makrophagen beobachteten relativen Invasionsraten wider.
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Abbildung 9: Invasivitat und Persistenz der Salmonella Serovare in der humanen intestinalen
Epithelzelllinie LoVo. Dargestellt ist die mittlere relative Invasivitat eines Serovars im Verhdltnis zu S.
Typhimurium SL1344 (links) sowie die relative Vervielfachung der intrazelluldren Keimzahl (cfu) eines
Serovars im Verhaltnis zur Vervielfachung von S. Typhimurium SL1344 (iber einen Zeitraum von 24 Std.
(rechts). Berechnet wurde das arithmetische Mittel sowie die Standardabweichung und Signifikanz (** p < 0,01,
* P <0,05) aus mindestens drei unabhéngigen Versuchen. ST: S. Typhimurium SL1344, SE: S. Enteritidis, SC
SARB: S. Choleraesuis SARB4, SC A50: S. Choleraesuis A50, SD: S. Dublin, SG: S. Gallinarum, SP: S.
Pullorum.

Auch hinsichtlich der intrazellularen Persistenz lassen sich Ahnlichkeiten zwischen den
Huhner-Makrophagen und den humanen Epithelzellen finden. So vermag lediglich S.
Enteritidis in beiden Epithelzellen ahnlich gut wie S. Typhimurium zu persistieren. Im
Gegensatz zu den LoVo-Zellen weist S. Choleraesuis A50 in Caco-2 Zellen die starkste
intrazellulare Vermehrung auf. Unter Berlcksichtigung der Standardabweichungen zeigte

lediglich S. Gallinarum eine geringe intrazelluldre Vermehrung in beiden Zelllinien. Die
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Vervielfachung uber 24 Std. betrug fur S. Typhimurium SL1344 das 28-fache (LoVo) bzw.
das 16-fache (Caco-2).
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Abbildung 10: Invasivitat und Persistenz der Salmonella Serovare in der humanen intestinalen
Epithelzelllinie Caco-2. Dargestellt ist die mittlere relative Invasivitat eines Serovars im Verhaltnis zu S.
Typhimurium SL1344 (links) sowie die relative Vervielfachung der intrazellularen Keimzahl (cfu) eines
Serovars im Verhéltnis zur Vervielfachung von S. Typhimurium SL1344 Gber einen Zeitraum von 24 Std.
(rechts). Berechnet wurde das arithmetische Mittel sowie die Standardabweichung und Signifikanz (** p < 0,01,
* P <0,05) aus mindestens drei unabhéngigen Versuchen. ST: S. Typhimurium SL1344, SE: S. Enteritidis, SC
SARB: S. Choleraesuis SARB4, SC A50: S. Choleraesuis A50, SD: S. Dublin, SG: S. Gallinarum.

Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Ergebnissen gab es zwischen den humanen
Makrophagen deutlich groRere Unterschiede sowohl in der Invasivitét als auch der Persistenz
der Serovare. Die Invasivitat von S. Typhimurium SL1344 lag in THP-1 Makrophagen bei 42
+ 14%, bei den U937 Makrophagen bei 30 + 15%. Bereits die haufig recht groRen Standard-
abweichungen deuten auf eine gréRere Variabilitat der einzelnen Infektionsversuche hin. So
fand man sowohl bei den THP-1 als auch bei den U937 Zellen, ahnlich wie zuvor fir die
humanen Epithel- und Hiihnermakrophagen beschrieben, die hgchsten Invasionsraten bei S.
Dublin, zumindest bei den U937 Makrophagen wiesen jedoch zudem S. Choleraesuis SARB4
und S. Gallinarum eine héhere Invasivitat als S. Typhimurium auf. Hinsichtlich der Persistenz
von Salmonella gab es nur einen recht deutlichen Unterschied zwischen den beiden Zelllinien.
So dhnelte das Muster der Invasionsraten in den U937 denen der Hihnermakrophagen und
humanen Epithelzelllinie LoVo, da auch hier lediglich S. Enteritidis zu einer besseren
Persistenz als S. Typhimurium (12-fache Zunahme der Bakterienzahl) in der Lage war,
wohingegen in THP-1 Zellen daneben auch S. Choleraesuis A50 eine deutlich starkere
intrazellulare Vermehrung relativ zu S. Typhimurium (14-fach Zunahme) dhnlich der Caco-2

Epithelzellen zeigte.
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Abbildung 11: Invasivitat und Persistenz der Salmonella Serovare in der humanen Makrophagen-
ahnlichen Zelllinie THP-1. Dargestellt ist die mittlere relative Invasivitat eines Serovars im Verhaltnis zu S.
Typhimurium SL1344 (links) sowie die relative Vervielfachung der intrazellularen Keimzahl (cfu) eines
Serovars im Verhaltnis zur Vervielfachung von S. Typhimurium SL1344 (iber einen Zeitraum von 24 Std.
(rechts). Berechnet wurde das arithmetische Mittel sowie die Standardabweichung und Signifikanz (** p < 0,01,
* P <0,05) aus mindestens drei unabhingigen Versuchen. ST: S. Typhimurium SL1344, SE: S. Enteritidis, SC
SARB: S. Choleraesuis SARB4, SC A50: S. Choleraesuis A50, SD: S. Dublin, SG: S. Gallinarum, SP: S.
Pullorum.
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Abbildung 12: Invasivitat und Persistenz der Salmonella Serovare in der humanen Makrophagen-
ahnlichen Zelllinie U937 nach Aktivierung mit PMA. Dargestellt ist die mittlere relative Invasivitat eines
Serovars im Verhéltnis zu S. Typhimurium SL1344 (links) sowie die relative Vervielfachung der intrazelluléren
Keimzahl (cfu) eines Serovars im Verhaltnis zur Vervielfachung von S. Typhimurium SL1344 ber einen
Zeitraum von 24 Std. (rechts). Berechnet wurde das arithmetische Mittel sowie die Standardabweichung und
Signifikanz (** p < 0,01, * P <0,05) aus mindestens drei unabhéngigen Versuchen. ST: S. Typhimurium
SL1344, SE: S. Enteritidis, SC SARB: S. Choleraesuis SARB4, SC A50: S. Choleraesuis A50, SD: S. Dublin,
SG: S. Gallinarum, SP: S. Pullorum.
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Abbildung 13: Invasivitat und Persistenz der Salmonella Serovare in humanen Primérblutmakrophagen.
Dargestellt ist die mittlere relative Invasivitat eines Serovars im Verhéltnis zu S. Typhimurium SL1344 (links)
sowie die relative Vervielfachung der intrazelluldren Keimzahl (cfu) eines Serovars im Verhaltnis zur
Vervielfachung von S. Typhimurium SL1344 (ber einen Zeitraum von 24 Std. (rechts). Berechnet wurde das
arithmetische Mittel sowie die Standardabweichung und Signifikanz (** p < 0,01, * P < 0,05) aus mindestens
drei unabhé&ngigen Versuchen. ST: S. Typhimurium SL1344, SE: S. Enteritidis, SC SARB: S. Choleraesuis
SARB4, SC A50: S. Choleraesuis A50, SD: S. Dublin, SG: S. Gallinarum, SP: S. Pullorum.

Die Ergebnisse flr die humanen Primarmakrophagen sind in Abbildung 13 zu sehen.

Die Invasionsraten waren hier insgesamt sehr niedrig und lagen fir S. Typhimurium SL1344
bei nur 4 + 2% der Infektionsdosis. Hohere Raten waren fir beide S. Choleraesuis Stdamme,
flr S. Dublin und S. Pullorum zu beobachten. Lediglich S. Enteritidis wies eine noch
geringere Invasivitat auf. Hinsichtlich der Persistenz war das Muster jedoch wieder ahnlich
der zuvorbeschriebenen Ergebnisse fiir die humanen Zellen U937 und LoVo, die Hiihner-
makrophagen sowie die porcine Epithelzellen IPEC-J2. Aufgrund der grofRen Standard-
abweichung bei S. Enteritidis I&sst sich diesbeziiglich keine klare Aussage tatigen. Insgesamt
war auch die intrazelluldre Vervielfachung mit gerade einmal einer Verdopplung tber 24 Std.
bei S. Typhimurium deutlich niedriger als bei allen zuvor beschriebenen Zelllinien. Mit
Ausnahme von S. Enteritidis (wies ebenfalls eine Verdopplung auf) nahm die Bakterien-

zellzahl fur die Gbrigen Serovare sogar tber 24 Std. ab.

Eine Ubersicht der Invasionsraten und der Vervielfachung der intrazellularen Keimzahl in
einem Zeitraum von 24 Stunden aller Serovare und Zelllinien (mit Ausnahme von U937) ist
in Abbildung 14 dargestellt.



88 Ergebnisse

Invasion (nach Zelllinien)
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Abbildung 14: Invasion und intrazelluldre Persistenz verschiedener Salmonella Serovare in Epithel- und
Makrophagenzelllinien aus dem Menschen (Caco-2, LoVo, THP-1, PM (Primarmakrophagen)), dem
Schwein (IPEC-J2, 3D4/31) und dem Huhn (HD-11, MQ-NCSU). Dargestellt ist der prozentuale Anteil
reisolierter Salmonellen 2 Std. p.i. in Bezug auf die eingesetzte Bakterienzellzahl wéhrend der Infektion als
Invasivitét (oben) sowie die Vervielfachung der intrazellularen Bakterien tiber einen Zeitraum von 24 Std. als
intrazellulare Persistenz (unten). Berechnet wurde das arithmetische Mittel sowie die Standardabweichung aus
mindestens drei unabhéngigen Versuchen.

Dabei fallt auf, dass erwartungsgemal die hdochsten Invasionsraten im Durchschnitt bei den

Makrophagen zu beobachten sind. Ausnahmen bilden die humanen THP-1 Makrophagen und
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Primarmakrophagen, die &hnliche Invasionsraten wie die Epithelzelllinien aufweisen, sowie
die humanen LoVo Epithelzellen mit, im Durchschnitt, den hochsten Invasionsraten. Zu
beachten ist diesbeziiglich jedoch die unterschiedliche Infektionsdauer (fur Epithelzelle 60
min, fur Makrophagen 30 min).

Von diesen generellen Beobachtungen stechen einige Ausnahmen auch hinsichtlich der
Serovare hervor. So weist das eine Hihner-adaptierte Serovar S. Gallinarum in den Schweine-
Makrophagen 3D4/31, das andere S. Pullorum in humanen Primérmakrophagen die grofiten
Invasivitaten auf. Wahrend man bzgl. der Invasionsraten ein sehr diverses Muster im
Vergleich aller Zelllinien findet, dass weder mit der Wirtsspezifitat noch mit der Pathogenese
in vivo korreliert, ist das Bild bzgl. der Persistenz einheitlicher. So wurde durchschnittlich die
grolite Vermehrung in den porcinen IPEC-J2 und 3D4/31 Zellen unabhéngig vom Zelltyp
gefunden, wahrend viele Serovare in den Hilhnermakrophagen HD-11 und MQ-NCSU und
insbesondere den humanen Primarmakrophagen kein bzw. kaum Wachstum aufwiesen (siehe
auch Abbildung 15).

Intrazellulare Persistenz (nach Serovar)
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Abbildung 15: Intrazellulédre Persistenz verschiedener Salmonella Serovare in Epithel- und
Makrophagenzelllinien aus dem Menschen (Caco-2, LoVo, THP-1, PM (Primarmakrophagen)), dem
Schwein (IPEC-J2, 3D4/31) und dem Huhn (HD-11, MQ-NCSU). Dargestellt ist die Vervielfachung der
intrazelluldren Bakterien Uber einen Zeitraum von 24 Std. als intrazelluldre Persistenz. Berechnet wurde das
arithmetische Mittel sowie die Standardabweichung aus mindestens drei unabhangigen Versuchen. ST: S.
Typhimurium SL1344, SE: S. Enteritidis, SC SARB: S. Choleraesuis SARB4, SC A50: S. Choleraesuis A50,
SD: S. Dublin, SG: S. Gallinarum, SP: S. Pullorum.

In allen Zelllinien gehoren vor allem die Breitspektrum-Serovare S. Typhimurium und S.
Enteritidis zu den am starksten wachsenden. Zudem gehoren sie zu den einzigen Serovaren,
die in beiden Hiihner-Makrophagen-Zelllinien ein nennenswertes Wachstum vollziehen.
Unterschiede zwischen diesen beiden Serovaren finden wir nur in den porcinen Zelllinien, in

denen S. Enteritidis S. Typhimurium in der Vermehrung deutlich Gbersteigt (siehe auch
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Abbildung 5 & Abbildung 6). Diesen Serovaren folgend vermehren sich die Schweine-
adaptierten S. Choleraesuis insbesondere in den Schweine-Zelllinien verhaltnisméRig gut. Das
Rinder-adaptierte Serovar S. Dublin zeigt im Gegensatz zu den teils sehr hohen Invasions-
raten hinsichtlich der Persistenz eine verhaltnismaRig geringe Effektivitét. Die wirts-
beschrénkten Serovare S. Gallinarum und S. Pullorum weisen im Durchschnitt die geringsten

intrazellularen VVermehrungraten auf.

IV.2.4. Persistenz bei 37°C und 42°C

Entsprechend der Korpertemperatur des Huhns von 42°C und den Unterschieden in der
Generationszeit einiger Serovare zwischen 37°C und 42°C (siehe Abbildung 4) sollte auch
das intrazellulare VVerhalten zweier Breitspektrum Serovare S. Typhimurium und S. Enteritidis
sowie zweier wirtsadaptierter Serovare S. Dublin und S. Choleraesuis in den Hiihner-
makrophagen HD-11 und MQ-NCSU untersucht werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung
16 dargestellt.
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Abbildung 16: Intrazellulare Persistenz von S. Typhimurium (ST), S. Enteritidis (SE), S. Choleraesuis
SARB4 (SC SARB) und S. Dublin (SD) tber 24 Std. in HD-11 (links) und MQ-NCSU Makrophagen
(rechts) bei 37°C (weil3e Balken) und 42°C (schwarze Balken). Dargestellt sind das arithmetische Mittel
sowie die Standardabweichung aus mindestens zwei unabhéngigen Versuchen. a: p < 0,05, b: p < 0,01 fir eine
signifikante Reduktion der Persistenz von 37°C zu 42°C.

Demnach sank die Fahigkeit, intrazellular in Hihnermakrophagen zu persistieren, bei allen
Serovaren deutlich, wenn die Inkubationstemperatur bei 42°C statt bei 37°C lag. Allein die
Breitspektrum-Serovare S. Typhimurium und S. Enteritidis wiesen noch eine intrazellulare

Vermehrung auf, wéahrend die Vervielfachung von S. Dublin und S. Choleraesuis unter 1 lag
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und die Bakterienzahl damit sank. Es ist also davon auszugehen, dass nur S. Typhimurium
und S. Enteritidis in der Lage sind, auch bei erhohten Koérpertemperaturen flr langere Zeit in

Makrophagen zu persistieren und zu tberleben.

IV.3. Zytotoxische Effekte

In der Literatur wird vielfach auf Toxine hingewiesen, die durch Salmonella gebildet werden
und sowohl auf die Wirtszelle als auch das umliegende Gewebe wirken [479, 547, 548].
Zudem ist ausgiebig beschrieben worden, dass infolge einer Salmonella Infektion durch
eigene Effektoren, aber auch die induzierte Expression von Zytokinen der Zelltod in Form
von Apoptose und Pyroptose sowohl in Epithelzellen als auch Makrophagen induziert wird
[449, 450, 457, 549]. Unbekannt ist bislang jedoch die Rolle dieser zytotoxischen Effekte in
der Wirtsadaptation und ob es Uberhaupt serovar- oder wirtsspezifisch Unterschiede gibt. Zur
Klarung dieser Frage wurde mit Hilfe eines Assays zur Messung der Aktivitit der Lactat-
dehydrogenase (LDH) als zytosolisches Wirtsenzym, das infolge einer Zellmembran-
permeabilisierung bei nekrotischen und pyroptotischen Vorgéangen in den Uberstand
freigesetzt wird, das Absterben von Wirtszellen nach einer Infektion untersucht. Primér lasst
sich mit Hilfe dieses Ansatzes der Zelltod auf Grundlage der Nekrose, der Pyroptose sowie
der sekundaren Nekrose bei apoptotischen Zellen nachvollziehen. Apoptotische Zellen
werden dementsprechend nur begrenzt erfasst. Diesbeziglich ist zu beruicksichtigen, dass die
hier dargestellten Versuche mit immortalisierten Zelllinien erfolgten, die groftenteils von
Tumorzellen stammen. Wichtige Tumorsupressorgene wie p53 oder Protoonkogene wie c-
myc oder Bcl-2 sind fir die Einleitung bzw. Repression apoptotischer VVorgange notwendig
und héufig in Tumorzellen fehlreguliert, so dass der programmierte Zelltod nicht eingeleitet
werden kann [550, 551]. Damit ist die Beobachtung apoptotischer VVorgange mit Hilfe von
immortalisierten Zelllinien per se fragwirdig und erfordert Kenntnisse zu den jeweils
eingeschrankten Apoptose-Signalwegen. Somit ist es durchaus sinnvoll, die Untersuchungen
auf nekrotische und pyroptotische VVorgénge zu beschranken. Die Messung der LDH-Aktivitat
erfolgte jeweils 24 Std. p.i. Die einzelnen Werte wurden dann ins Verhéltnis zu vollstédndig
lysierten Ansétzen der Positivkontrolle gesetzt und als solche in % davon ausgedruckt.

Eine Ubersicht der Ergebnisse mit allen verwendeten Zelllinien und Serovaren in Abbildung
17 zeigt deutlich, dass bei einer mutiplicity of infection (MOI) von 5, wie sie fur die NF-xB
Assays, die Expressionsuntersuchungen und die Microarray-Studien genutzt wurde, ein
Absterben der Wirtszellen vor allem in infizierten HD-11 Makrophagen, aber auch in

humanen LoVo Epithelzellen gefunden wurde. Bei allen anderen Zelllinien und insbesondere
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den porcinen Zelllinien 3D4/31 und IPEC-J2 lag der Anteil abgestorbener Zellen bei unter
20%. Ausgenommen davon fuhrte S. Enteritidis in 3D4/31 Makrophagen zu einer

verhaltnismaRig hohen Zytotoxizitat von etwa 30%.
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Abbildung 17: Durch Salmonella verursachte zytoxische Effekte sortiert nach den verwendeten Zelllinien
(oben) bzw. den verwendeten Salmonella Serovaren (unten). Dargestellt ist jeweils die Aktivitéat der in den
Uberstand freigesetzten Lactatdehydrogenase (LDH) als MaR abgestorbener Zellen in Prozent der
Positivkontrolle. Die Werte sind jeweils um den Wert der Negativkontrolle (uninfizierte Zellen) bereinigt.
Berechnet wurde das arithmetische Mittel sowie die Standardabweichung aus mindestens drei unabhangigen
Versuchen. ST: S. Typhimurium SL1344, SE: S. Enteritidis, SC SARB: S. Choleraesuis SARB4, SC A50: S.
Choleraesuis A50, SD: S. Dublin, SG: S. Gallinarum, SP: S. Pullorum.

Vergleicht man die Serovare miteinander, so fuhrten vor allem die Breitspektrum Serovare S.
Typhimurium und S. Enteritidis, aber auch S. Dublin im Durchschnitt zu den hdchsten

Zelltod-Raten (siehe Abbildung 17 unten), die auf Hihner beschrankten Serovare S.
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Gallinarum und S. Pullorum zu den niedrigsten.

Eine Erh6hung der MOI fihrte in den meisten Fallen auch zu einer erhéhten Rate
absterbender Zellen (siehe Abbildung 18). Diese Erhéhung fiel jedoch in Abhangigkeit der
Zelllinie sehr unterschiedlich aus. Wéhrend eine MOI von 50 von den porcinen IPEC-J2
ahnlich gut toleriert wurde wie eine MOI von 5, fuhrte die Erh6hung in den humanen LoVo
Zellen bei vielen Serovaren zur vollstandigen Lyse des Monolayers (entsprechend einer LDH-
Aktivitat von 100% der Positivkontrolle; siehe Abbildung 18). Es ist davon auszugehen, dass
eine Erniedrigung der MOI auf 0,5, wie sie fir die Gentamicin-Protection Assays verwendet
wurde, auch zu einer niedrigeren Zahl absterbender Zellen fuhrte, so dass der Prozess der
Zytotoxizitat in diesen Fallen flr die meisten Zelllinien vernachléssigbar gering einzuschatzen
ist und keine relevanten Auswirkungen auf die Ergebnisse der Gentamicin-Protection Assays
hat.
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Abbildung 18: Durch Salmonella verursachte zytoxische Effekte in porcinen (links) und humanen Epithel-
Zelllinien (rechts) bei einer MOI von 5 (schwarze Balken) bzw. von 50 (graue Balken). Dargestellt ist
jeweils das arithmetische Mittel der Aktivitat der in den Uberstand freigesetzten Lactatdehydrogenase (LDH) als
MaR abgestorbener Zellen in relative light units (RLU) eines Vierfachansatzes flr je ein reprasentatives
Experiment. a: p < 0,05, b: p <0,01 fiir eine signifikant erhdhte Zytotoxizitét bei einer MOI 50 gegeniiber MOI
5. Die Signifikanzanalyse erfolgte auf Grundlage von je drei Experimenten. Die rote Markierung spiegelt die
LDH-AKktivitat nicht-infizierter Zellen (NK) wider. ST: S. Typhimurium SL1344, SE: S. Enteritidis, SC SARB:
S. Choleraesuis SARB4, SC A50: S. Choleraesuis A50, SD: S. Dublin, SG: S. Gallinarum, SP: S. Pullorum, NK:
Negativkontrolle, PK: Positivkontrolle.

Zudem fiihrten diese grundsatzlichen Beobachtungen zu der Frage, inwiefern diese zyto-
toxischen Effekte lediglich von der intrazellulédren Bakterienzellzahl abhdngen und damit
weniger von Serovar-spezifischen Faktoren als vielmehr von der Invasivitat und Wachstums-
rate eines Serovars bestimmt werden. Zur Klarung dieser Hypothese wurde in den folgenden
Abbildungen die intrazelluldre Keimzahl 24 Std. p.i. zusammen mit der Zytotoxizitat fir jede

Zelllinie dargestellt.
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Abbildung 19: Durch Salmonella verursachte zytoxische Effekte in porcinen Epithel- (IPEC-J2, links) und
Makrophagen-Zelllinien (3D4/31, rechts). Dargestellt ist jeweils die Aktivitét der in den Uberstand
freigesetzten Lactatdehydrogenase (LDH) als MaR abgestorbener Zellen in Prozent der Positivkontrolle
(schwarze Balken) sowie die intrazellulare Keimzahl 24 Std. p.i. in cfu/ml (weil3e Balken) eines représentativen
Experiments. Die LDH-Werte sind jeweils um den Wert der Negativkontrolle (uninfizierte Zellen) bereinigt. ST:
S. Typhimurium SL1344, SE: S. Enteritidis, SC SARB: S. Choleraesuis SARB4, SC A50: S. Choleraesuis A50,
SD: S. Dublin, SG: S. Gallinarum.

Wie bereits erwahnt, waren die porcinen Zelllinien IPEC-J2 und 3D4/31 relativ robust
gegeniber einer Infektion, so dass in den meisten Féllen der Anteil toter Zellen die 10%
Marke kaum tberschritt (siehe Abbildung 19). Die erhohte Zahl toter 3D4/31-Makrophagen
nach einer S. Enteritidis Infektion geht dabei einher mit einer besonders hohen intrazelluldren
Keimzahl. Bei den IPEC-J2 Zellen schlug sich dagegen die hohe Zahl intrazellul&rer S.
Typhimurium und S. Enteritidis kaum in der Zytotoxizitat nieder und korreliert damit stark
mit den Ergebnissen zur Erhéhung der MOI aus Abbildung 18.

Im Gegensatz zu der Robustheit der porcinen Zellen reagierten die Hihnermakrophagen
auBerst sensibel auf eine Infektion, so dass bereits bei einer MOI von 5 ein Totalverlust der
Wirtszellen innerhalb von 24 Std. nach einer Infektion mit S. Typhimurium, S. Enteritidis, S.
Dublin oder S. Choleraesuis auftrat. Entsprechend der intrazellularen Keimzahl verursachte S.
Enteritidis die hochste, die beiden Hiihner-adaptierten Serovare S. Gallinarum und S.
Pullorum mit immerhin knapp 50% die niedrigste Zytotoxizitat. Lediglich S. Dublin zeigte
eine deutlich hohere Zytotoxizitét als es die intrazellulare Keimzahl vermuten lasst.
Bericksichtigt man jedoch die hohe Invasivitat von S. Dublin aus Abbildung 7, lief3e sich
auch dieses Ergebnis durch eine hohe intrazelluldre Bakterienzahl deuten. Insgesamt kénnten
zytotoxische Effekte in HD-11 Zellen bei einer MOI von 5 damit durchaus einen starken

Einfluss auf Bakterienvermehrung und -iberleben haben, da die Bakterien in Folge eines
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Wirtszellsterbens dem im Medium befindlichen Gentamicin ausgesetzt werden. Demzufolge
konnten die niedrigen Persistenzraten aus Abschnitt 1VV.2.2 auf die groRRe Sensibilitat und

dementsprechende Rate absterbender HD-11 Zellen zuriickzufiihren sein.
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Abbildung 20: Durch Salmonella verursachte zytoxische Effekte in Hiihner-Makrophagen HD-11.
Dargestellt ist jeweils die Aktivitat der in den Uberstand freigesetzten Lactatdehydrogenase (LDH) als MafR
abgestorbener Zellen in Prozent der Positivkontrolle (schwarze Balken) sowie die intrazelluldre Keimzahl 24
Std. p.i. in cfu/ml (weiBe Balken) eines reprasentativen Experiments. Die LDH-Werte sind jeweils um den Wert
der Negativkontrolle (uninfizierte Zellen) bereinigt. ST: S. Typhimurium SL1344, SE: S. Enteritidis, SC SARB:
S. Choleraesuis SARB4, SC A50: S. Choleraesuis A50, SD: S. Dublin, SG: S. Gallinarum, SP: S. Pullorum.

Auch bei néherer Betrachtung der Ergebnisse fiir die humanen Epithelzellen Caco-2 und
LoVo (siehe Abbildung 21) ergeben sich deutliche Unterschiede, die darauf hindeuten, dass
die Sensibilitat gegendber einer Infektion und das darauffolgende Absterben eher zelllinien-
als wirtsspezifisch ist. So fuhren Infektionen mit S. Typhimurium, S. Enteritidis und S. Dublin
in LoVo-Zellen in etwa 50% der Zellen zu zytotoxischen Effekten, wéhrend weniger als 20%
der Caco-2 Zellen bei einer entsprechenden Infektion absterben. In LoVo-Zellen korreliert die
Zahl toter Zellen deutlich mit der Zahl intrazellularer Bakterien. Lediglich S. Dublin scheint
auf den ersten Blick zu einer unverhéltnismaRig hohen Zahl toter Zellen zu fiihren. Bezieht
man jedoch die grofl3e Invasivitat von S. Dublin in LoVo Zellen, wie zuvor fur die HD-11
Zelllinie beschrieben, mit ein, scheint auch in diesem Fall die Zahl toter Zellen und damit die
Zytotoxizitéat der Serovare lediglich eine Folge der intrazellularen Bakterienzahl zu sein.

Die Ergebnisse der THP-1 Makrophagen &hneln eher denen der Caco-2 Epithelzellen als der
LoVo-Zellen. In beiden Féllen fuhrte eine Infektion zu weniger als 20% abgestorbenen
Zellen; bei einer MOI von 0,5 dirfte die Rate noch deutlich niedriger liegen. Wie zuvor fir
die porcinen Zelllinien beschrieben, spielen zytotoxische Effekte damit eher eine unter-

geordnete Rolle bzgl. der bakteriellen Persistenz.
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Abbildung 21: Durch Salmonella verursachte zytoxische Effekte in humanen Epithel- (Caco-2, links oben;
LoVo, rechts) und Makrophagen-Zelllinien (THP-1, links unten). Dargestellt ist jeweils die Aktivitat der in
den Uberstand freigesetzten Lactatdehydrogenase (LDH) als MaR abgestorbener Zellen in Prozent der
Positivkontrolle (schwarze Balken) sowie die intrazelluldre Keimzahl 24 Std. p.i. in cfu/ml (weille Balken) eines
représentativen Experiments. Die LDH-Werte sind jeweils um den Wert der Negativkontrolle (uninfizierte
Zellen) bereinigt. ST: S. Typhimurium SL1344, SE: S. Enteritidis, SC SARB: S. Choleraesuis SARB4, SC A50:
S. Choleraesuis A50, SD: S. Dublin, SG: S. Gallinarum, SP: S. Pullorum.

AbschlieRend reagierten die Zelllinien durchaus unterschiedlich sensibel auf eine Infektion.
Wahrend die porcinen Zellen selbst MOIs von 50 mit niedrigen Raten abgestorbener Zellen
tolerierten, ist fir LoVo- und HD-11 Zellen bereits eine MOI von 5 als kritisch anzusehen und
bei der Betrachtung weiterer Ergebnisse hinsichtlich der bakteriellen Persistenz und der
Aktivierung von NF-xB zu beriicksichtigen. Die Robustheit gegeniiber einer Infektion stellte
sich jedoch eher als Zelllinien-spezifische als Spezies-spezifische Eigenschaft heraus. Die

Zytotoxizitat war weniger eine Folge Serovar-spezifischer Faktoren wie Toxinen oder
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Effektoren als vielmehr Resultat der Invasivitat und intrazellularen Keimzahl und damit
Belastung der Wirtszelle mit dem Pathogen.

IV.4. Untersuchung der Flagellin-Mutanten hinsichtlich ihrer
Motilitat

Zum Nachweis der eingeschrankten Motilitat der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten
Salmonella Mutanten bei Deletion eines oder mehrerer Flagellingene wurde ein Motilitats-
assay mit Weichagarplatten durchgefihrt, die es den Bakterien ermdglicht, aufgrund des

niedrigeren Agaranteils von 0,25% (w/v) im Agar zu schwimmen.

AfliC

Abbildung 22: Darstellung des Schwarmverhaltens des Salmonella Typhimurium SL1344 Wildtyps (WT)
sowie der in dieser Arbeit erzeugten Mutanten mit Deletionen der Gene fliC oder fljB (links), fliC und fljB
(Mitte) sowie fliD (rechts). Dargestellt ist jeweils die KoloniegréRe nach einer 8-stiindigen Inkubation bei 37°C.

Wie in Abbildung 22 zu sehen, kam es bei der Deletion nur eines der beiden in S.
Typhimurium SL1344 verfligbaren Flagellingene nur zu einer reduzierten Fahigkeit zu
schwarmen. Diese war bei Deletion von fliC starker beeintréchtigt als bei Deletion von fljB.
Erst die Deletion beider Gene fuhrte zu einem vollstandigen Verlust der Motilitét (siehe
Abbildung 22, Mitte). Im Gegensatz zu den Flagellingenen reichte allein die Deletion des
Gens fliD, das fir ein Capping-Protein codiert, aus, um das Schwarmverhalten vollstandig zu
unterbinden. Die Deletion der Flagellen-assoziierten Gene fliC, fljB und fliD in S.
Typhimurium kann damit als erfolgreich bewertet werden.

IVV.5. Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB

Um einen Uberblick tber die infolge einer Infektion auftretende Immunantwort der Wirtszelle
zu erhalten und mogliche Wirtsspezies- oder Serovar-spezifische Unterschiede zu erkennen,
wurde die Aktivierung des zentralen Transkriptionsfaktors NF-kB untersucht. Dieser reagiert
kurzfristig auf die Stimulation vieler wichtiger Rezeptoren wie TLRs und NLRs und reguliert
die Expression entscheidender Zytokine und Chemokine als Mediatoren zwischen
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angeborenem und adaptivem Immunsystem. Um méglichst gut reproduzierbare Ergebnisse zu
erhalten, wurden anstelle einer herkdmmlichen Transfektion der Zellen vor jedem Versuch,
bei der haufig zytotoxische Effekte auftreten und eine variierende Transfektionseffizienz zu
bertcksichtigen ist, mittels lentiviraler Transduktion permanente Reporterzelllinien aus den
zuvor verwendeten Epithel- und Makrophagenzelllinien humanen, porcinen und aviéren
Ursprungs hergestellt. Diese verfiigen chromosomal integriert iiber mehrere kB-Bindungs-
stellen stromaufwarts eines Promotors, der fur die Expression einer Luziferase verantwortlich
ist. Deren Aktivitat lasst sich mithilfe eines Luminometers quantifizieren, so dass
entsprechend der Luziferase-Aktivitat eine Aussage uber die Aktivierung von NF-«xB in der
Wirtszellpopulation moglich ist. Die Werte werden dementsprechend als relative light units
(RLU) angegeben. Mit diesen Reporterzelllinien wurden in Anlehnung an oben beschriebene
Assays Infektionsversuche mit den verschiedenen Serovaren durchgefihrt. Zudem konnten
die Zellen hinsichtlich ihrer Resonanz auf fur eine Salmonelleninfektion wichtige PAMPS hin
charakterisiert und moégliche Spezies-spezifischen Unterschiede in der TLR oder NLR
Funktion aufgedeckt werden. Dazu wurden die Zelllinien zum einen mit den entsprechenden
TLR4 und TLR5 sowie NOD1 und NOD2 Agonisten inkubiert sowie mit Mutanten der zuvor
verwendeten Serovare infiziert, die Deletionen in Flagellingenen oder Genen fir das
Peptidoglycan-Aufnahmesystem und -recycling aufwiesen.

Um die transduzierten Zelllinien auf ihre Funktion als NF-kB Reporter hin zu untersuchen,
wurde die NF-xB Aktivierung als Antwort auf typische Stimulantien wie TNFa liberpriift
[552]. Da fiir Hithner bislang kein entsprechendes Molekiil fiir TNFo bekannt ist, wurde LPS
von S. Typhimurium als Ersatzsubstanz zur Stimulation von NF-kB verwendet [553].

Wie die Abbildung 23 zeigt, reagierten alle drei Zelllinien erwartungsgemal auf die
Stimulantien dosisabhéngig mit einer erhéhten Luziferase-Aktivitat und dementsprechend mit
einer Aktivierung von NF-xB. Wihrend bei den humanen THP-1 Makrophagen eine Reaktion
bereits bei 10 pg/ml TNFa zu beobachten war, trat diese bei den porcinen Makrophagen
3D4/31 erst ab 1 ng/ml auf. Bei den Hihnermakrophagen HD-11 war eine NF-xB
Aktivierung ebenfalls dosisabhéngig ab 10 ng/ml LPS zu verzeichnen. Anhand der einge-
zeichneten roten Kurve lasst sich erkennen, dass die NF-kB Aktivierung mit zunehmender
Konzentration sowohl von TNFa als auch von LPS allmahlich gesattigt wurde. Dieser
Sattigungsbereich liegt bei THP-1 Zellen jenseits von 100 ng/ml TNFa, bei HD-11 tber 10
pug/ml LPS. Dartiberhinaus wurden Versuche durchgefihrt, bei denen die Zelllinien mit MG-
132, einem in der Literatur beschriebenen Inhibitor der NF-kB Aktivierung [552], inkubiert

wurden, bei denen ebenfalls erwartungsgemal eine drastische Reduktion der Luziferase-
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Aktivitat zu beobachten war (Ergebnisse hier nicht dargestellt). Dementsprechend waren die
Zelllinien erfolgreich auf ihre Reporterfunktion hin tberprift und konnten nun weitergehend
hinsichtlich ihrer Reaktion auf bestimmte PAMPSs sowie Infektionen mit Salmonella hin

untersucht werden.
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Abbildung 23: Aktivierung des Transkriptionsregulators NF-kB in porcinen (3D4/31, links), humanen
(THP-1, Mitte), avidaren (HD-11, rechts) Reporter-Makrophagenzelllinien als Antwort auf eine
Stimulation mit TNFo, (3D4/31, THP-1) bzw. LPS von S. Typhimurium (HD-11). Dargestellt ist die
Luziferase-Aktivitat (mit variierender Skala) stellvertretend furr die Aktivierung von NF-kB in Abhéngigkeit
verschiedener Konzentrationen an TNFa oder LPS je eines repréasentativen Experiments.

IV.5.1. NF-xB Aktivierung als Reaktion auf verschiedene Pathogen-assoziierte
molekulare Muster

Beginnend sollen hier im Anschluss die Zelllinien hinsichtlich ihrer Reaktion auf bestimmte
PAMPs hin charakterisiert werden. Neben Flagellin und LPS, die u.a. extrazellular TLR-
vermittelt eine Aktivierung von NF-kB bewirken [295], sollte mit einem acylierten Derivat
von y-D-Glu-mDAP (C12-iE-DAP; Ligand fir NOD1) und MurNAc-L-Ala-y-D-Glu-mDAP
(M-TriDAP; Ligand fur NOD1/NOD2) auch die Reaktion auf NOD-Rezeptor Liganden
untersucht werden. Da diese ausschlief3lich intrazellular vorkommen [554], ist eine
Aktivierung durch Liganden im Zellkulturiiberstand nicht selbstverstédndlich. Zumindest fir
IE-DAP als auch fur MDP wurde gezeigt, dass es u.a. uber Clathrin-ummantelte Vesikel zur
Endozytose dieser Substanzen kommt [273]. Wie die Abbildung 24 zeigt, reagierten die
porcinen Zelllinien unabhéngig vom Zelltyp besonders stark auf eine Stimulation mit
porcinem TNFa durch Aktivierung von NF-kB. Damit verbunden ist die Ausstattung aller
Zelllinien mit entsprechenden TNF-Rezeptoren. Neben TNFa vermochte lediglich iE-DAP als
Ligand des NOD1-Rezeptors in allen drei Zelllinien eine starke NF-xB Aktivierung hervor-
zurufen, die in 3D4/31 Makrophagen sogar deutlich Gber der infizierter Zellen lag, in den
beiden anderen Zelllinien eher dhnlich stark war. Daneben fiihrte nur noch LPS in IPEC-J2

Epithelzellen und geringfuigig in 3D4/31 Zellen zu einer gewissen Stimulation. In keiner der
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drei Zelllinien konnte eine deutliche NF-kB Aktivierung durch Flagellin erreicht werden, M-
Tri-DAP stellte sich trotz der theoretischen Wirkung auf zwei Rezeptoren (NOD1 und NOD2)

als wesentlich weniger potent als iE-DAP dar.
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Abbildung 24: Aktivierung von NF-kB in porcinen intestinalen Epithelzellen (IPEC-J2, links) und
Makrophagen (3D4/31, Mitte; PLN-C2, rechts) als Antwort auf die Inkubation mit verschiedenen PAMPSs.
Dargestellt ist je eine reprasentative Messung der Luziferase-Aktivitat in relative luciferase units (RLU)
stellvertretend fur die Aktivierung von NF-«xB 4 Std. nach Beginn der Inkubation / Infektion in Abhangigkeit der
Behandlung mit 100 ng/ml TNFa, 50 ng/ml Flagellin (S. Typhimurium), 1 pg/ml LPS (S. Typhimurium), 1
pg/ml iE-DAP (NOD1-Ligand), 10 pg/ml M-Tri-DAP (gemeinsamer Ligand fir NOD1 & 2) sowie ohne
Stimulanz (Negativ Kontrolle, NK) bzw. einer Infektion mit S. Typhimurium SL1344 (ST). Die rote Linie
beschreibt den Wert der NK.
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Abbildung 25: Aktivierung von NF-kB in den Hiithnermakrophagen-ahnlichen Zellen HD-11 als Antwort
auf die Inkubation mit verschiedenen PAMPs. Dargestellt ist eine représentative Messung der Luziferase-
Aktivitét in relative luciferase units (RLU) stellvertretend fiir die Aktivierung von NF-«B 4 Std. nach Beginn der
Inkubation / Infektion in Abhé&ngigkeit der Behandlung mit 50 ng/ml Flagellin (S. Typhimurium), 1 pg/ml LPS
(S. Typhimurium), 1 ug/ml iE-DAP (NOD1-Ligand), 10 pg/ml M-Tri-DAP (gemeinsamer Ligand fiir NOD1 &
2) sowie ohne Stimulanz (Negativ Kontrolle, NK) bzw. einer Infektion mit S. Typhimurium SL1344 (ST). Die
rote Linie beschreibt den Wert der NK.
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Die Huhnermakrophagen-ahnlichen Zellen HD-11 zeigten eine besonders starke NF-«xB
Aktivierung infolge einer LPS Behandlung, die deutlich starker war, als es eine Infektion zu
induzieren vermochte (siehe Abbildung 25). Daneben reagierten die Zellen nur noch auf iE-
DAP, eine klare Reaktion auf Flagellin oder M-Tri-DAP blieb aus.

Ahnlich der porcinen Zelllinien ergab die Behandlung humaner Zelllinien mit humanem
TNFa die stirkste Aktivierung von NF-kB (siche Abbildung 26).
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Abbildung 26: Aktivierung von NF-kB in humanen intestinalen Epithelzellen (LoVo, links) und
Makrophagen (THP-1, rechts) als Antwort auf die Inkubation mit verschiedenen PAMPSs. Dargestellt ist je
eine repréasentative Messung der Luziferase-Aktivitét in relative luciferase units (RLU) stellvertretend fir die
Aktivierung von NF-xB 4 Std. nach Beginn der Inkubation / Infektion in Abhangigkeit der Behandlung mit 100
ng/ml TNFa, 50 ng/ml Flagellin (S. Typhimurium), 1 pg/ml LPS (S. Typhimurium), 1 pug/ml iE-DAP (NOD1-
Ligand), 10 pg/ml M-Tri-DAP (gemeinsamer Ligand fir NOD1 & 2) sowie ohne Stimulanz (Negativ Kontrolle,
NK) bzw. einer Infektion mit S. Typhimurium SL1344 (ST). Die rote Linie beschreibt den Wert der NK.

Auch diese Beobachtung fand unabhangig vom Zelltyp statt. Daneben lieRen sich beide
Zelllinien im Verhaltnis zu infizierten Zellen aber auch gut durch alle Gbrigen Liganden NF-
kB aktivierender Signalwege stimulieren. Im Gegensatz zu den porcinen Zelllinien und
Huhnermakrophagen reagierten sie auf Flagellin wie auch auf M-Tri-DAP, auch wenn
letzteres im Gegensatz zu iE-DAP in THP-1 Monozyten nur halb so effizient erfolgte. Eine
Ausnahme bildete LPS, das von LoVo Epithelzellen nicht erkannt wird und dementsprechend
auch zu keiner Aktivierung von NF-«B fiihrte. Urséchlich dafir durfte das in der Literatur
beschriebene Fehlen des entsprechenden TLR4 Rezeptors sein (siehe Tabelle 3).

Diese Vorversuche zeigten bereits deutlich, dass die einzelnen Zelllinien z.T. sehr unter-
schiedlich auf bestimmte PAMPs reagierten. TNFa wirkte in allen Zelllinien zuverléssig als

starkstes Stimulanz; bei Hilhnerzellen lieR sich die Rolle der Positivkontrolle fiir NF-xB
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Aktivierungen durch LPS ersetzen. Neben TNFa war nur iE-DAP als einziges PAMP in der
Lage, durch seine intrazellulére Bindung an NOD1-Rezeptoren alle hier verwendeten Zell-
linien zu stimulieren. Das dem iE-DAP &hnelnde M-Tri-DAP konnte trotz seiner Funktion als
Ligand fur NOD1 und NOD2 nur in wenigen Zelllinien (THP-1, LoVo, 3D4/31) eine NF-xB
Aktivierung hervorrufen. Da Unterschiede in der Endozytose von iE-DAP und M-Tri-DAP
eher unwahrscheinlich sind, ist die Bindung von M-Tri-DAP an die Rezeptoren NOD1 und
NOD2 vermutlich deutlich ineffizienter, so dass es verhaltnismaRig selten zur Induktion der
Signalkaskade kommt. Daneben aktivierte LPS vor allem die Makrophagen-&hnlichen Zellen
HD-11 und THP-1, aber auch in geringerem MaRe die porcinen Zellen 3D4/31 und IPEC-J2.
Flagellin als Bestandteil motiler Bakterien wurde in deutlicher Weise nur durch die humanen
Zelllinien THP-1 und LoVo erkannt. In den anderen Zelllinien lag die NF-kB Aktivierung
nach Flagellin-Stimulation nur sehr knapp ber der unbehandelten Probe, so dass von einer
Erkennung nicht zweifelsfrei ausgegangen werden kann. Mit diesen Informationen wurde nun
das Verhalten der Zelllinien bei einer Infektion mit Mutanten des Peptidoglycanrecyclings
und Flagellingene untersucht.

Da in der Literatur beispielsweise fiir Caco-2 Epithelzellen beschrieben wurde, dass sich ein
Knockout der Flagellen-assoziierten Gene auf die Invasivitat von Salmonella negativ auswirkt
[555], wurden parallel auch die Invasionsraten der Mutante im Gegensatz zum Wildtyp S.
Typhimurium SL1344 Uberprift (siehe Abbildung 27). Tatsachlich fiel die Invasivitat bei
einem Doppelknockout drastisch auf 10 — 20% der Invasivitat des Wildtyps in humanen und
Hihnerzelllinien unabhangig vom Zelltyp. Erstaunlicherweise kam es jedoch sowohl in
porcinen Makrophagen als auch Epithelzellen nicht zu dieser Reduktion. Damit scheinen
Flagellin bzw. die Flagellen unter den hier genutzten Bedingungen keinen Einfluss auf die
Invasion von Zellen porcinen Ursprungs durch Salmonella zu haben. Wichtig ist, hierbei zu
beriicksichtigen, dass im Rahmen der Infektionsversuche die Bakterien auf die Wirtszellen
abzentrifugiert wurden und damit die Motilitat der Bakterien nicht voll zum Tragen kam bzw.
zum Erreichen der Wirtszelle nicht zwingend notwendig war. Nichtsdestotrotz scheinen
Flagellen bzw. das Flagellin zumindest fiir die Invasion humaner und avidrer Zellen hilfreich
zu sein. Unter Beriicksichtigung dieser Ergebnisse wurden die Zelllinien mit der dem Wildtyp
entsprechenden MOI, aber parallel auch mit einer zehnfach héheren MOI infiziert und damit

mogliche Invasionsunterschiede egalisiert.
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Abbildung 27: Invasionsraten der Flagellindoppelmutante (AfliC AfljB) von S. Typhmurium im
Verhéltnis zum Wildtyp S. Typhimurium SL1344 in den humanen Epithelzelllinien LoVo und Caco-2, der
porcinen Epithelzelllinie IPEC-J2 sowie den Makrophagen-ghnlichen Zelllinien humanen (THP-1),
porcinen (3D4/31) und aviéren (HD-11) Ursprungs.
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Abbildung 28: Aktivierung von NF-kB in den humanen Zelllinien Caco-2, LoVo und THP-1 (blaue
Balken), in den porcinen Zelllinien IPEC-J2 und 3D4/31 (gelbe Balken) und der Hiihnerzelllinie HD-11
(braune Balken) nach Infektion mit S. Typhimurium Deletionsmutanten fir mepA, fliC und fljB, ampG
und mppA im Verhaltnis zu S. Typhimurium SL1344 Wildtyp-infizierten Zellen (rote Linie). Dargestellt ist
jeweils die Aktivitat der Luziferase als Mal3 fir die NF-kB Aktivierung 4 Std. p.i. Die Flagellin-Deletions-
mutanten wurden zusétzlich mit einer zehnfach erhéhten MOI eingesetzt (10x AfliC AfljB).

Wie in Abbildung 28 dargestellt, fihrte die Deletion des Gens murein endopeptidase A

(mepA), das flr eine periplasmatische Peptidoglycan-Amidase codiert und im
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Peptidoglycanrecycling sowie in der Remodellierung involviert ist [556, 557], nicht zu einer
erhohten Aktivierung von NF-xB. Im Gegensatz dazu fihrte die Deletion der Gene ampG und
mppA, die ebenfalls codierend flir Permeasen und Bindungsproteine fiir die Wiederaufnahme
von Muropeptiden in die Bakterienzelle und damit fiir das Peptidoglycanrecycling notwendig
sind [558-560], zumindest in den humanen Epithelzelllinien Caco-2 und LoVo zu einer
signifikant starkeren NF-kB Aktivierung als der Wildtyp. Somit muss es durch die Deletionen
zu einer Akkumulation von Muropeptiden im Umfeld der Mutanten gekommen sein, wie es
Nigro et al. bereits fur Shigella zeigten [274], die zu einer starkeren Aktivierung infolge der
Stimulation der intrazellularen NOD1 und NOD2 Rezeptoren speziell in humanen Colon-
epithelzellen nicht jedoch in Makrophagen oder Zelllinien anderen Ursprungs fiihrten. Auch
bzgl. der Deletion der Flagellingene fliC und fljB kam es zu deutlich unterschiedlichen
Reaktionen seitens der Wirtszellen. Wahrend die porcinen Zelllinien und die humanen
Makrophagen THP-1 kaum auf eine Deletion verandert reagierten und der geringe Abfall in
der NF-xB Aktivierung durch eine Anpassung der MOI an eine verminderte Invasivitit (s.0.)
aufgehoben werden konnte, kam es bei der Infektion der humanen Epithelzelllinien Caco-2
und LoVo infolge der Flagellingendeletion im Verhaltnis zum Wildtyp zu einer deutlichen
Reduktion der NF-xB Aktivierung. Diese war so stark, dass die Mutanten trotz erfolgreicher
Infektion kaum zu einer nachvollziehbaren Reaktion der Wirtszellen fiihrten und selbst eine
Anpassung der MOI die Reduktion bei weitem nicht aufhob. Als krasser Kontrast dazu kam
es in HD-11 Makrophagen unerwarteterweise infolge der Deletion trotz nachgewiesener
reduzierter Invasivitat der Mutante zu einer erhdhten Aktivierung von NF-kB. Ein Ausgleich
der MOI flhrte nur noch zu einer weiteren Erhéhung und vermutlich durch gré3ere zyto-
toxische Effekte infolge der hohen MOI (vgl. 1V.3) zu einer groRen Standardabweichung.
Damit reagierten lediglich die humanen Epithelzelllinien Caco-2 und LoVo, wie erwartet, auf
den Eingriff in das Peptidoglycanrecycling tber AmpG und MppA mit einer erh6hten und
den Verlust der Flagellingene mit einer stark erniedrigten NF-kB Aktivierung. Die porcinen
Zelllinien und humanen Makrophagen reagierten weder verandert auf die Mutanten des
Peptidoglycanrecyclings noch in deutlicher Weise auf einen Verlust des Flagellins bzw. der
Flagellen. Die Hihnermakrophagen reagierten ebenfalls nicht verandert auf die ampG mppA
Deletionen; das fehlende Flagellin fuhrte dagegen zu einer deutlichen Steigerung der NF-xB
Aktivierung.

Insgesamt war die Reaktion der porcinen Zellen auf PAMPs damit sehr robust und variierte
kaum, wahrend insbesondere die humanen Epithelzellen sehr empfindlich auf das

Vorhandensein bestimmter Stimuli wie Flagellin reagierten. Das unerwartete Verhalten der
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Hihnermakrophagen HD-11 ist in Anbetracht der speziellen Rolle nicht-motiler Serovare wie
S. Gallinarujm und S. Pullorum fur Hihnerinfektionen von Interesse und wurde u.a. im
Rahmen der nun folgenden Untersuchungen der NF-kB Aktivierung bei einer Infektion der

verschiedenen Zelllinien mit verschiedenen Serovaren naher beleuchtet.

IVV.5.2. NF-xB Aktivierung als Reaktion auf Infektionen mit verschiedenen

Salmonella Serovaren

Wie in den Abbildung 29-31 dargestellt, kam es infolge der Infektionen 4 Std. p.i. in allen
Fallen Serovar-abhangig zu einer unterschiedlich starken NF-kB Aktivierung. Betrachtet man
beispielsweise die porcinen Zelllinien in Abbildung 29, so féllt eine starke Ahnlichkeit der
Aktivierungsmuster zwischen 3D4/31 Makrophagen und IPEC-J2 Epithelzellen auf.
Dementsprechend kam es in beiden Féllen zur hochsten Aktivierung bei einer Infektion mit
den Breitspektrum-Serovaren S. Typhimurium und S. Enteritidis gefolgt vom Rinder-
adaptierten Serovar S. Dublin, wéhrend insbesondere das Hiihner-spezifische Serovar S.
Pullorum nur zu einer geringfligigen Aktivierung fiihrte. Im Gegensatz zu den Epithelzellen,
die zwar gemaRigt aber dennoch deutlich auf eine Infektion mit dem Schweine-adaptierten
Serovar S. Choleraesuis A50 reagierten, war die Reaktion bei den 3D4/31 Makrophagen
ahnlich wie bei S. Pullorum &uRerst schwach.
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Abbildung 29: Aktivierung von NF-kB in porcinen Makrophagen (3D4/31, links) und intestinalen
Epithelzellen (IPEC-J2, rechts) als Antwort auf eine Infektion mit verschiedenen Salmonella Serovaren.
Dargestellt ist je eine reprasentative Messung der Luziferase-Aktivitét in relative luciferase units (RLU) 4 Std.
p.i. stellvertretend flr die Aktivierung von NF-«kB in Abhédngigkeit einer Infektion mit S. Typhimurium (ST), S.
Enteritidis (SE), S. Choleraesuis SARB4 (SC SARB) und A50 (SC A50), S. Dublin (SD), S. Gallinarum (SG)
oder S. Pullorum (SP). Die Werte der unbehandelten Negativkontrolle sind jeweils subtrahiert worden.



106 Ergebnisse

Deutliche Unterschiede zu diesen Ergebnissen fir das Schwein fanden sich bei der
Untersuchung der Hihnermakrophagen HD-11 (siehe Abbildung 30). Die hochste NF-«xB
Aktivierung war in diesem Fall nach einer Infektion mit dem Hihner-adaptierten Serovar S.
Pullorum zu beobachten, was deutlich mit den Beobachtungen bzgl. der Flagellin-Mutanten
(siehe Abbildung 28) korreliert. Dem folgend fuhrten auch S. Gallinarum, S. Enteritidis und S.
Choleraesuis zu einer recht hohen Aktivierung wahrend S. Dublin die geringste bewirkte.
Damit ergaben sich insbesondere S. Pullorum auf der einen und S. Typhimurium sowie S.
Dublin auf der anderen Seite entgegengesetzte Ergebnisse zu den zuvor beschriebenen
porcinen Zelllinien. Betrachtet man zudem die jeweilige intrazellulare Keimzahl, so findet
man nicht etwa die zu erwartende positive Korrelation zwischen Keimzahl und NF-xB
Aktivierung, sondern viel eher eine negative, so dass zum Beispiel S. Pullorum mit der

weitaus geringsten intrazellularen Keimdichte zur hdchsten Aktivierung, S. Dublin mit der

hochsten Keimzahl zur niedrigsten Aktivierung fihrten.
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Abbildung 30: Aktivierung von NF-kB in den Hiihner-Makrophagen HD-11 als Antwort auf eine
Infektion mit verschiedenen Salmonella Serovaren (schwarze Balken). Dargestellt ist je eine représentative
Messung der Luziferase-Aktivitat (schwarze Balken) in relative luciferase units (RLU) 4 Std. p.i. stellvertretend
fir die Aktivierung von NF-xB in Abhéngigkeit einer Infektion mit S. Typhimurium (ST), S. Enteritidis (SE), S.
Choleraesuis SARB4 (SC SARB) und A50 (SC A50), S. Dublin (SD), S. Gallinarum (SG) oder S. Pullorum
(SP). Die Werte der unbehandelten Negativkontrolle sind jeweils subtrahiert worden. Zudem ist die zeitgleiche
intrazellulare Keimbelastung in cfu/ml (weil3e Balken) angegeben.

Wie die porcinen zeigten auch die humanen Zelllinien viele Gemeinsamkeiten hinsichtlich
ihrer Aktivierbarkeit durch bestimmte Serovare. So fihrten sowohl in den Makrophagen als
auch in den Epithelzellen Infektionen mit S. Dublin gefolgt von den Breitspektrum-Serovaren

S. Typhimurium und S. Enteritidis zu den starksten NF-kB Aktivierungen. Damit ist auch
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schon der deutlichste Unterschied zwischen porcinen und humanen Zelllinien beschrieben.
Wie zuvor bei den porcinen Zellen fihrte S. Pullorum in beiden Zelltypen zur geringsten NF-
kB Aktivierung, die in den Epithelzellen kaum noch messbar war. S. Gallinarum bewirkte in
den LoVo-Zellen ebenfalls nur in sehr geringem Mal3e eine Reaktion, wahrend die Makro-
phagen &hnlich der porcinen 3D4/31 und IPEC-J2 Zellen durchaus auf S. Gallinarum durch
Aktivierung von NF-«B reagierten. Auch in diesem Fall korrelieren die Ergebnisse bzgl. der
nicht-motilen Serovare S. Gallinarum und S. Pullorum gut mit den Ergebnissen zur NF-«xB

Aktivierung mit aflagellaren Mutanten (vgl. Abbildung 28).
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Abbildung 31: Aktivierung von NF-kB in humanen Makrophagen (THP-1, links) und intestinalen
Epithelzellen (LoVo, rechts) als Antwort auf eine Infektion mit verschiedenen Salmonella Serovaren.
Dargestellt ist je eine reprasentative Messung der Luziferase-Aktivitat in relative luciferase units (RLU) 4 Std.
p.i. stellvertretend fiir die Aktivierung von NF-xB in Abhangigkeit einer Infektion mit S. Typhimurium (ST), S.
Enteritidis (SE), S. Choleraesuis SARB4 (SC SARB) und A50 (SC A50), S. Dublin (SD), S. Gallinarum (SG)
oder S. Pullorum (SP). Die Werte der unbehandelten Negativkontrolle sind jeweils subtrahiert worden. Zudem
ist die zeitgleiche intrazellulédre Keimbelastung in cfu/ml (weil3e Balken) angegeben.

Die Beobachtungen bzgl. der Aktivierung von NF-«B bei einer Infektion mit kiinstlich
hergestellten Flagellin-Mutanten spiegeln sich also deutlich in der Infektion der Zelllinien mit
natirlichen Isolaten wider. So fuhrt ein Verlust des Flagellins im Falle der Mutante aber auch
der Serovare S. Gallinarum und S. Pullorum in humanen Epithelzellen zu einer starken
Minderung, in den Hiihnermakrophagen HD-11 zu einer Erh6hung der NF-xB Aktivierung. In
den porcinen Zellen scheint dieser Punkt kaum zum Tragen zu kommen, so dass S.
Gallinarum trotz geringerer Invasivitat und Persistenz zu einer ahnlichen Reaktion wie S.
Dublin oder S. Choleraesuis fuhrt und die deutliche Reduktion bei S. Pullorum-inifzierten
Zellen vermutlich nur auf die deutlich reduzierte intrazelluldre Keimzahl zurlickzufiihren ist.
Bzgl. der Gbrigen Serovare scheint vor allem die intrazelluldre Keimzahl von Bedeutung zu

sein, so dass beispielsweise die hohe Aktivierung S. Dublin-infizierter humaner Zellen mit
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einer besonders hohen Invasivitat in humanen Zellen korreliert (vgl. Abbildung 14).
Jenachdem folgen in den humanen und porcinen Zelllinien die Breitspektrum-Serovare mit
meist recht hoher NF-kB Aktivierung und danach die Schweine-adaptierten Isolate von S.

Choleraesuis mit mittlerer bis niedriger Aktivierung.

IV.6. Expression bestimmter Zytokine infolge einer
Salmonelleninfektion

Die Aktivierung von NF-«kB fiihrt sowohl in Epithelzellen als auch in Makrophagen zur
Induktion der Expression diverser Gene, die u.a. auch flr die Synthese von Zytokinen und
Chemokinen als wichtige Mediatoren einer Immunantwort veranwortlich sind [337, 352].
Nachdem aus den vorangegangenen Versuchen klar wurde, inwiefern die verwendeten
Zelllinien auf PAMPs und verschiedene Serovare mit einer Aktivierung von NF-xB
reagierten, sollte nun geklart werden, ob diese Aktivierung folgerichtig auch zur Expression
bestimmter Zytokine und damit einem ph&notypischen Erscheinungsbild fihrt.

Dazu wurden die Zelllinien wie in den vorangegangenen Versuchen mit einer MOI 5-10
infiziert und entsprechend der NF-xB Assays 4 Std. p.i. lysiert, um die Wirtszell-RNA zu
extrahieren. Nach bestandener Qualitéitskontrolle, die eine Uberpriifung des 260/280 nm - und
260/230 nm - Quotienten sowie die Kontrolle auf vollstandige 18S- und 28S- rRNA-Banden
sowie Degradationsprodukte im Agarosegel beinhaltete, wurde die einwandfreie RNA in
cDNA ubersetzt und die cDNA bestimmter Zytokingene wie IL-1p, IL-6, IL-8 und IL-12p40
stellvertretend fur die Expression dieser Zytokine mittels Real Time-PCR quantifiziert. Pro
well wurde eine Gesamt-RNA Menge von 1,5 pg/well (Primarmakrophagen) bis 14 pg/well
(HD-11, LoVo) erzielt.

Die Genexpressionsuntersuchungen wurden nicht mit allen Zelllinien durchgefiihrt, sondern
dienten vorwiegend zur Vertiefung wichtiger Ergebnisse aus den vorangegangenen
Experimenten. So zeigte sich wahrend der Analyse der Aktivierbarkeit der Zelllinien durch
bestimmte PAMPs und Salmonella Mutanten, dass vor allem die humanen Epithelzelllinien
sensibel auf Anderungen der Muropeptidkonzentration sowie bakteriellen Flagellins
reagierten, wahrend es bei den Hiihnermakrophagen HD-11 entgegengesetzt bei Deletion der
Flagellingene in den Salmonellen zu einer erhdhten Aktivierung von NF-«kB kam (siche
Abbildung 28). Die Untersuchung der Expression des NF-kB - abhéngigen Chemokins IL-8
in HD-11 und LoVo-Zellen nach einer Infektion mit Deletionsmutanten fiir fliC und fljB bzw.
fur fliD [561] relativ zum Wildtyp S. Typhimurium SL1344 ergab, dass bei einer Deletion der
Flagellingene die Chemokinexpression in LoVo-Zellen deutlich reduziert, wahrend sie in HD-
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11 Makrophagen erhoht wurde. Die Anpassung der MOI an verminderte Invasionsraten fuhrte
jeweils zu einer Erhdhung der IL-8 — Expression, die jedoch bei LoVo-Zellen den Wert der
Wildtyp-infizierten Zellen nicht erreichte und bei HD-11 - Zellen die Erh6hung noch deutlich
verstarkte. Nach Deletion von fliD fehlt den Bakterien ein zum Aufbau funktioneller
Flagellen benétigtes Capping-Protein, so dass die Salmonellen unmotil sind, Flagellin als
Monomer jedoch gebildet werden kann. Dementsprechend fuhrte die AfliD-Deletionsmutante
zu einer geringeren Zytokinexpression in LoVo-Zellen, die jedoch tiber der der mit der

AfliCAfljB-Doppelmutante infizierten Zellen blieb.

*% *k

HD-11

Kk *ek * LoVo
30 4

x fache Genexpression der Negativkontrolle
x fache Genexpression der Negativkontrolle

Abbildung 32: Relative Genexpression des Chemokins IL-8 infolge einer Infektion der humanen
Epithelzelllinie LoVo (links) und HD-11 (rechts) mit dem S. Typhimurium SL1344 Wildtyp-Stamm und
Mutanten bestimmter Flagellingene (fliC und fljB bzw. fliD). Dargestellt ist die relative Expression von IL-8
4 Std. p.i. der infizierten Zellen zur uninfizierten Kontrolle (NK) eines reprasentativen Experiments. Angegeben
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus Triplikaten. Die relative Genexpression nach Infektion mit
dem Wildtypstamm ist durch eine rote Linie markiert.

Somit konnte gezeigt werden, dass die Reduktion der IL-8 Genexpression bei der AfliCAfljB-
Doppelmutante Gber die einfache Invasivitats-vermittelte Reduktion hinausgeht und
dementsprechend bereits in der Literatur beschriebene Effekte auf die zur Aktivierung von
NF-kB fiihrende Signaltransduktion zumindest bei humanen Epithelzellen eine wichtige Rolle
spielen [285, 562].

Auch die Infektion mit der AampGAmppA-Doppelmutante ergab eine der NF-kB Aktivierung
entsprechende Erhéhung der Genexpression der Zytokine IL-1p und IL-8 im Vergleich zu
Wildtyp-infizierten humanen LoVo-Zellen (siehe Abbildung 33).



110 Ergebnisse

o T o 6
E or IL-1p 5 * IL-8
S 60 =]

g g 01

> =

& s

g 2

= 2 40 +

] ]

o 401 o

S s 307

% 30 @

s S

E ﬁ 20

g 7 5

(G (O]

2 10 - @ 104

o =

[&] (%]

& &

< g x A

° P &* ;oo
N & Q\\\ &
AR %
& &
v f

Abbildung 33: Relative Genexpression der Zytokine IL-1p (links) und IL-8 (rechts) infolge einer Infektion
der humanen Epithelzelllinie LoVo mit dem S. Typhimurium SL1344 Wildtyp-Stamm und einer
AampGAmppA Mutante. Dargestellt ist die relative Expression von IL-1p und IL-8 4 Std. p.i. der
infizierten Zellen zur uninfizierten Kontrolle (NK) eines reprasentativen Experiments.

Hiermit korrelierten also die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen mit denen der NF-xB
Assays, so dass davon ausgegangen werden kann, dass eine erhdhte NF-kB Aktivierung auch
eine entsprechende Erhéhung der Expression wichtiger Chemokine wie IL-8 zur Folge hatte
und damit eine entsprechende Wirkung in der Immunreaktion erzielte.

Analog zu den Genexpressionsstudien mit Salmonella Mutanten wurden nun auch die
Serovare in entsprechenden Versuchen eingesetzt, um einen Zusammenhang zwischen NF-kB
Aktivierung und daraus resultierender Zytokinexpression herstellen zu kdnnen. Exemplarisch
wurde die Reaktion der mit verschiedenen Salmonella Serovaren infizierten Makrophagen-
zelllinien THP-1, HD-11 und humanen Primarmakrophagen untersucht. Betrachtet man zuerst
die Huhnermakrophagen HD-11, so fallt auf, dass, wie zuvor bei den NF-xB Assays
beobachtet, auch hier die S. Gallinarum und S. Pullorum infizierten Makrophagen trotz
geringerer Keimbelastung (vgl. Abbildung 7) mit die hdchsten Zytokinexpressionen
aufwiesen, wahrend stark invasive und gut persistierende Serovare wie S. Enteritidis und S.
Typhimurium im Gegensatz zu den unbehandelten Zellen zwar ebenfalls eine starke
Expressionséanderung insbesondere der Zytokine IL-1p, IL-12p40 und IL-8 zeigten, diese
jedoch geringer als bei S. Gallinarum / Pullorum infizierten Zellen ausfiel (siehe Abbildung
34). S. Choleraesuis infizierte Makrophagen wiesen eine im Verhéltnis zu den anderen
Serovaren mittlere Expressionsanderung auf. Somit reagierten die infizierten HD-11 Zellen

sehr deutlich auf eine Infektion mit einer z.T. 500-fachen Steigerung der Expression
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bestimmter Zytokine; die Stérke der Expressionsdnderung war jedoch abhéngig vom Serovar
sehr unterschiedlich und &hnelte dem Muster der NF-kB Aktivierung.
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Abbildung 34: Relative Genexpression der Zytokine IL-1p, IL-6, I1L-8 und IL-12p40 sowie der induzier-
baren Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) infolge einer Infektion der Hilhnermakrophagen HD-11 mit
den Salmonella enterica Serovaren Typhimurium (ST), Enteritidis (SE), Choleraesuis SARB4 (SC
SARB4) und A50 (SC A50), Dublin (SD), Gallinarum (SG) und Pullorum (SP). Dargestellt ist die relative
Expression der Zytokine sowie der Synthase 4 Std. p.i. der infizierten Zellen zur uninfizierten Kontrolle (NK)
eines reprasentativen Experiments.
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Abbildung 35: Relative Genexpression der Zytokine IL-1f, IL-6, IL-8, IL-12p40 und TNFa infolge einer
Infektion der humanen Makrophagen THP-1 mit den Salmonella enterica Serovaren Typhimurium (ST),
Enteritidis (SE), Choleraesuis SARB4 (SC SARB4) und A50 (SC A50), Dublin (SD), Gallinarum (SG) und
Pullorum (SP). Dargestellt ist die relative Expression der Zytokine 4 Std. p.i. der infizierten Zellen zur
uninfizierten Kontrolle (NK) eines reprasentativen Experiments.

Bei den humanen Makrophagen THP-1 war die Expressionsanderung durchschnittlich

geringer als bei den Hihnermakrophagen (siehe Abbildung 35). Nichtsdestotrotz wurden auch
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hier deutliche Expressionsanderungen durch Infektionen mit allen Serovaren bewirkt.
Besonders hoch war die Anderung fiir IL-1p und IL-6 bei S. Typhimurium und S. Dublin
infizierten Zellen. Bei den restlichen Zytokinen dominierten S. Dublin infizierte Zellen,
gefolgt von S. Typhimurium, S. Enteritidis und S. Choleraesuis SARB4 infizierten
Makrophagen. Damit spiegeln sich die Ergebnisse der NF-kB Aktivierung vor allem in der
Expression der Zytokine 1L-8, IL-12p40 und TNFa wieder.
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Abbildung 36: Relative Genexpression der Zytokine IL-1f, IL-6, IL-8, IL-12p40 und TNFa infolge einer
Infektion humaner Primarmakrophagen mit den Salmonella enterica Serovaren Typhimurium (ST),
Enteritidis (SE), Choleraesuis SARB4 (SC SARB4) und A50 (SC A50), Dublin (SD), Gallinarum (SG) und
Pullorum (SP). Dargestellt ist die relative Expression der Zytokine 4 Std. p.i. der infizierten Zellen zur
uninfizierten Kontrolle (NK) eines reprasentativen Experiments.

Betrachtet man im Vergleich die Infektion humaner Primérmakrophagen (siehe Abbildung
36), so ist die Expressionsédnderung der Zytokine hier hdufig einheitlicher als bei den THP-1
Zellen, auch wenn klare Unterschiede zwischen den Serovaren auffallen. Insgesamt ist die
Expressionsédnderung im Verhéltnis zu den uninfizierten Makrophagen trotz geringerer
Invasionsraten von Salmonella (siehe 1V.2.3) &hnlich stark wie bei den THP-1 Makrophagen.
Auch in den Primarmakrophagen verursachte S. Dublin, diesmal jedoch hdufig zusammen mit
S. Enteritidis die hochsten Expressionsanderungen. Ahnlich der THP-1 Ergebnisse kam es
infolge einer S. Choleraesuis A50-Infektion zur geringsten Expressionssteigerung, wahrend
die S. Gallinarum / Pullorum infizierten Primarmakrophagen im Gegensatz zu den THP-1
Makrophagen eher eine mittlere Expressionséanderung auslosten. Somit féllt auf, dass die
humanen Primdrmakrophagen hinsichtlich ihrer Reaktion auf eine Infektion nicht ganz so

deutlich zwischen den Serovaren unterschieden, wie es zuvor fir die humanen THP-1
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Makrophagen und z.T. auch die Huhnermakrophagen HD-11 beobachtet wurde. Insgesamt
ahnelte die Reaktion jedoch eher den humanen THP-1 als den avidren HD-11 Zellen.

IV.7. Genomweite Genexpression humaner Primarmakrophagen
infolge einer Infektion mit verschiedenen Salmonella Serovaren

Um uber die Expression bestimmter Zytokine hinausgehende Erkenntnisse zur genomweiten
Expressionséanderung von Genen infolge einer Infektion mit verschiedenen Salmonella
Serovaren zu erhalten, wurden humane Primarmakrophagen aus Spenderblut extrahiert,
ausdifferenziert und entsprechend vorangegangener Infektionsversuche mit Salmonella
Serovaren unterschiedlicher Wirtsspezifitat infiziert. In Anlehnung an die Versuche zur NF-
kB Aktivierung infizierter Zellen und einer parallel mit Primdrmakrophagen aus Hiithnerblut
durchgefuhrten Studie in der Arbeitsgruppe von B. Kaspers an der LMU Miinchen [563]
wurden die Zellen 4 Std. p.i. lysiert, die Gesamt-RNA extrahiert und u.a. durch die IMGM
Laboratories GmbH, Martinsried, hinsichtlich ihrer Qualitat untersucht. Pro well wurden
zwischen 6 — 15 pg Gesamt-RNA extrahiert. Die 260/280 nm — Quotienten lagen hierbei
zwischen 1,97 — 2,18, was einer hohen Reinheit entspricht. In Abwandlung zu den RTgPCR-
Experimenten wurde die RNA zudem mittels Bioanalyzer untersucht. Die sogenannte RNA-
Integritdtsnummer (RIN) stellt hierbei ein Qualitdtsmerkmal dar, das von Agilent
Technologies und Quantiom Bioinformatics entwickelt wurde. Die gemessenen RIN-Werte
der RNA-Proben lagen zwischen 9,3 — 9,8, was ebenfalls fur eine gute Qualitat und Integritat
der RNA spricht.

Von den Proben wurden je 500 ng RNA eingesetzt und entsprechend 111.3.7 zuerst in cDNA
revers transkribiert, dann mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cyanin-3 durch Einbau von Cy3-
CTPs markiert und in cRNA transkribiert. Die Bestimmung der spezifischen Aktivitét der
markierten RNA ergab Werte zwischen 13 — 15 pmol Cy3/ ug RNA, die damit deutlich
oberhalb des von Agilent erforderten Grenzwertes von > 9 pmol Cy3 / ug RNA lagen. Die
Hybridisierung der markierten cRNA auf humane 4x44K v2 Microarray-Glastrager von
Agilent, die Waschschritte, das Einscannen der Arrays sowie die Auswertung erfolgten am
Max-Planck Institut fur Infektionsbiologie, Berlin, unter Anleitung von H. Mollenkopf. Nach
dem Scannen der Arrays und Bearbeitung der Daten durch die Agilent Feature Extraction

Software erhielt man einen Qualitatsreport, der fur alle Arrays unauffallig und damit positiv
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ausfiel.

Abbildung 37: Eingescanntes Bild eines von vier 44K Arrays als Beispiel uninfizierter Makrophagen

Mit Hilfe der Software Rosetta Resolver wurden die einzelnen Signale nach dem LOWESS
Algorithmus normalisiert sowie Signifikanzanalysen durchgefiihrt. Um herauszufinden,
welche Gene bei einer Infektion mit einem bestimmten Serovar signifikant herunter- bzw.
hochreguliert werden, wurden flr jedes der acht Experimente Quotienten (ratios) aus den
Signalintensitaten der Gene uninfizierter und denen infizierter Zellen berechnet und diese
Quotienten gemittelt. Sie entsprechen bei einer Hochregulation der Expressionséanderung (FC,
fold change) des betrachteten Gens fiir ein Experiment. Um Quotienten im Bereich zwischen
1 und 0 bei einer Herunteregulation ebenfalls linear ausdriicken zu kénnen, wurde folg.
Formel angewandt: x = -1/y, wobei y dem Quotienten entspricht. Zur Ermittlung der
Signifikanz unterschiedlich regulierter Gene zweier Gruppen (z.B. uninfizierte Zellen gegen
S. Typhimurium-infizierte Zellen) mit je acht Mitgliedern (entsprechend der biologischen
Replikate) wurde ein ungepaarter Zweistichproben t-Test (2s t-Test) auf Grundlage der
Signalintensitaten angewandt. Dartiberhinaus wurde die Signifikanz innerhalb einer
Vergleichsgruppe (z.B. uninfizierte vs. S. Typhimurium-infizierte Zellen) mit Hilfe eines
Einstichproben t-Test (1s t-Test) auf Grundlage der Quotienten ermittelt.

Zur Unterscheidung der regulierten Gene infizierter Zellen von denen uninfizierter Zellen
wurde eine false discovery rate (FDR) oder Irrtumswahrscheinlichkeit von 1% entsprechend
p-Werten von 0,01 akzeptiert. In Tabelle 11 ist die Anzahl signifikant regulierter Gene
(erflillen sowohl den 1s als auch 2s t-Test) infolge einer Infektion humaner Primarmakro-
phagen, deren Expression sich mindestens um den Faktor 2 veréndert hat, dargestellt.
Betrachtet man die Auswirkung der Signifikanzanalyse, so stellt man fest, dass ein groler
Teil der signifikant regulierten Gene (48 — 68%) die Anforderungen nicht erftllt und
dementsprechend in den folgenden Analyseschritten nur zum Teil berlcksichtigt wurde.

Nichtdestotrotz kam es infolge einer Infektion zu einer mindestens um den Faktor 2
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signifikant veranderten Expression von 5 - 11% der rund 32.000 auf den Array gespotteten

Wirtsgene.

S. Typhimurium 4530 1467 701 765
S. Enteritidis 7390 2383 1445 938
S. Dublin 6839 3524 2442 1082
S. Choleraesuis 6718 2979 1913 1066
S. Gallinarum 5254 2684 1237 1447

Tabelle 11: Anzahl unterschiedlich regulierter Gene nach einer Infektion mit den Salmonella Serovaren
Typhimurium, Enteritidis, Dublin, Choleraesuis oder Gallinarum (mit oder ohne Signifikanztest)

Zur Untersuchung der Signalwege, die durch eine verdnderte Genexpression beeintrachtigt
wurden, wandte man die Programme ,,Ingenuity* und ,,Pathway Express* an. Da im spéteren
Verlauf der Untersuchungen zunehmend der ,,Pathway Express* benutzt wurde, gehe ich im
Folgenden ausschlieBlich auf die daraus erhaltenen Resultate ein. Eingegeben wurden die in
der Tabelle 11 genannten Gene, die beispielsweise bei einer S. Typhimurium Infektion
signifikant (p < 0,05) mind. um das * 2 - fache reguliert worden sind. Die am stéarksten
betroffenen Signalwege sind in Tabelle 12 genannt.

Darin werden die Signalwege entsprechend eines sogenannten impact factor (IF) sortiert, der
sich aus Parametern wie der Expressionsanderung, der statistischen Signifikanz der Gene fur
den Signalweg, der Lage der importierten Gene sowie der Interaktion mit anderen Genen im
Netzwerk zusammensetzt [564]. Je hoher der impact factor ist, desto spezifischer sind die
importierten Gene fir den entsprechenden Signalweg. Aus dem herkdémmlichen p-Wert
berechnete das Programm mit dem IF den sogenannten y p-Wert, der flr die Signifikanz der
Zuordnung steht. Ein Signalweg wird als signifikant beeinflusst angesehen, wenn der y p-
Wert < 0,05 ist. Da diesen Wert jedoch nur wenige Signalwege erfullen, wurden auch v p-
Werte bis zu 0,25 beriicksichtigt.

Erwartungsgemé&l werden danach bei einer Infektion vor allem das TLR-Signalling, aber auch
andere Signalwege wie das MAPK Signalling oder der Jak-STAT-Weg beeinflusst, die
letztlich wichtige Rollen in der Regulation der Immunabwehr Gbernehmen und zur
Expression von Zytokinen und Chemokinen fiihren. Andert man die Zahl der importierten
Gene durch Anderung der Filter fiir die Signifikanz oder der Genexpressionsanderung, so
andert sich bei Werten zwischen p = 0,01 bis 0,05 und FC >1,5 bis 2 sowie < -1,5 bis -2
lediglich die Rangfolge nicht jedoch die involvierten Signalwege, da diese nur mit
entsprechend mehr oder weniger Genen ausgefullt werden.
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1 | Cytokine-cytokine receptor interaction 18,16 17,87 2,49E-07
2 | Phosphatidylinositol signaling system 16,45 7,90 1,25E-06
3 | Toll-like receptor signaling pathway 13,14 21,57 2,79E-05
5 | Apoptosis 11,30 20,23 1,52E-04
6 |Jak-STAT signaling pathway 11,28 16,77 1,56E-04
11 | Adipocytokine signaling pathway 7,81 14,93 3,58E-03
13 | MAPK signaling pathway 6,54 9,93 0,01
14 | ErbB signaling pathway 6,36 6,90 0,01
15 | Hematopoietic cell lineage 6,34 11,49 0,01
17 | Adherens junction 5,85 11,54 0,02
19 | TGF-beta signaling pathway 5,30 9,20 0,03

Epithelial cell signaling in Helicobacter

21 pylori infection 4,20 L 0.08
23 | Insulin signaling pathway 4,03 9,42 0,09
24 | Complement and coagulation cascades 3,84 5,80 0,10
26 | Natural killer cell mediated cytotoxicity 3,51 8,89 0,13
30 | Gap junction 3,13 4,17 0,18
32 | Fc epsilon RI signaling pathway 2,97 7,69 0,20
33 | PPAR signaling pathway 2,83 12,86 0,23
34 | Tight junction 2,71 3,70 0,25

Tabelle 12: Rangliste bei einer S. Typhimurium Infektion humaner Primarmakrophagen betroffener
Wirtssignalwege. Die Liste enthalt die anhand eines impact factors gewichteten Signalwege infolge einer
Infektion 4 Std. p.i. Desweiteren wird der Anteil der importierten signifikant regulierten Gene an den insgesamt
zum Signalweg zahlenden Gene sowie Werte fir die Signifikanz der Beeintrachtigung eines Signalweges
angegeben. Die Liste wurde um irrelevante Signalwege wie der Krebsentstehung bereinigt.

Mit Hilfe des Programms lassen sich die entsprechenden Signalwege auch bildlich darstellen,
was in Abbildung 38 beispielhaft fir das TLR-Signalling zu sehen ist. In der Darstellung
werden hochregulierte Gene in rot, herunterregulierte Gene in blau unterlegt. Klar zu
erkennen ist demnach die Hochregulation des NF-xB Signalweges, wiahrend Toll-&hnliche
Rezeptoren und der AP-1 Weg eher herunterreguliert werden. Folgerichtig werden zudem
auch Gene diverser Zytokine sowie kostimulatorischer Faktoren, die fur die Aktivierung des
adaptiven Immunsystems von Bedeutung sind, hochreguliert, die groRtenteils vor allem unter

der Kontrolle des Transkriptionsfaktors NF-kB stehen.
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Abbildung 38: Schematische Darstellung der im Toll-like Rezeptor Signalweg hoch- (rot) bzw. herunterregulierten (blau) Gene infolge einer Infektion humaner
Primarmakrophagen mit S. Typhimurium SL1344. Die Darstellung erfolgte auf Grundlage der frei verfligharen Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
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Zur genaueren Analyse ist in Tabelle 13 eine Auswahl von Genexpressionsanderungen fur
Gene, die fiir das angeborene Immunsystem relevant sind, aufgelistet. Betrachtet man die
einzelnen Faktoren entlang der Signalkette von der Pathogenerkennung bis zur Expression
zellulérer Signalmolekdle, so findet man im Bereich der flr eine bakterielle Abwehr
interessanten Rezeptoren eher geringfligige Verdnderungen als Reaktion auf eine Infektion.
Auffallig ist vor allem eine verhaltnismaliig starke Herabregulation des Flagellin-bindenden
TLRS5, die scheinbar unabhangig vom tatsachlichen VVorhandensein bakteriellen Flagellins ist,
da kaum Unterschiede zwischen den begeiRelten Serovaren und dem aflagelléaren Salmonella
Serovar Gallinarum zu erkennen sind. Auch der intrazelluldre Rezeptor zur Flagellin-
Erkennung NLRC4 (Ipaf) wurde etwas starker herabreguliert als die tibrigen intrazellularen
Rezeptoren. Zudem fallt die Induktion eines Oberflachenantigens CD274 auf, das auch als
Programmed cell death 1 ligand 1 (PD-L1) bekannt ist und eher eine immunsuppressive
Wirkung auf T-Zellen ausiibt [565]. Seine Hochregulation ist bereits aus Experimenten mit
Méausen durch bakterielle Stimuli bekannt [566]. Bzgl. der anschlieRenden Signalwege
wurden ebenfalls eher geringe Expressionsédnderungen beobachtet. Wahrend die Expression
von NF-kB Untereinheiten, wie bereits erwéhnt, leicht hochreguliert wurde, kam es bzgl. des
AP-1 Signalweges zumindest anhand von c-fos zu einer deutlichen Expressionsreduktion.
Zudem féllt die Hochregulation von IRF1 und 7 auf. Wahrend der interferon regulatory factor
7 (IRF 7) eher in der viralen Abwehr als bedeutend beschrieben wurde, fungiert IRF 1
umfassender in der Entwicklung und Aktivierung von Immunzellen [567]. Eine ent-
sprechende Hochregulation deutet dementsprechend auf die zunehmende Aktivierung der
Makrophagen hin. Grof3e Expressionsanderungen wurden vor allem bei den Zytokinen
gefunden. Insbesondere die proinflammatorischen Zytokine TNFa, IL-1a und -f, IL-6, IL-
12p40, IL-23 und 1L-27/30 wurden sehr stark jedoch unabhangig vom infizierenden Serovar
induziert. In deutlich geringerem Mal3e fand jedoch auch eine Hochregulation eher regula-
torisch wirkender Zytokine der IL-10 Familie (IL-10, IL-19, IL-22, IL-24) statt [568].

Auch bei den Chemokinen kam es vor allem zu Hochregulationen. Allen voran sind groRe
Anderungen bei CCL1, CCL5, CXCL10, CXCL11 und insbesondere CCL20 zu erkennen, wo
die Expressionséanderung um den Faktor 80 lag. Daneben waren auch einige Wachstums-
faktoren betroffen wie etwa Adrenomedullin, welches bereits zuvor in der Literatur bei der
Stimulation von Makrophagen mit LPS aufgefallen ist [569]. Heraus sticht jedoch die
Induktion der Colony-stimulating factor 2 und 3 (CSF2, 3) mit einer etwa 100-fachen
Expressionserhohung bei CSF3 (granulocyte-colony stimulating factor, GCSF). Fir CSF2
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(granulocyte macrophage-colony stimulating factor, GM-CSF) wurde bereits die Bedeutung
in der Pathogenese von Salmonella Infektionen naher untersucht [570].

Rezeptoren ST SE SC SD SG
TLR2 1,4 11 1,3 1,2 11
TLR4 11 -1,2 -1,1 1,2 -1,1
TLR5 -6,1 -9,3 -5,9 -8,9 -5,4
TLR9 1,2 1,6 1.3 1,3 1,2
NOD1 2,0 1,7 1,8 2,5 1.8
NOD2 1,8 -1,4 -1,1 1,4 -1,1
NLRC3 -15 -2,1 -2,0 -2,0 -1,8
NLRC4 / Ipaf -3,9 -4,3 -3,8 -4,8 -4,2
NLRC5 1,8 1,8 2,3 2,0 2,8
CD14 -1,2 -1,1 -1,1 -1,2 -1,1
CD40 1,7 2,2 2,6 2,3 2,8
CD69 4,3 2,8 31 6,2 31
CD80 6,7 3,3 3,9 6,2 4,0
CD86 2,1 1,2 1,8 4,5 1,7
CD274 6,4 5,7 6,3 7,0 6,0

TLR / NOD Signalling

IRF1 3,7 4,0 5,3 4,6 5,7
IRF3 -1,2 -1,2 -1,0 -1,2 11
IRF7 8,5 9,2 7,4 10,9 8,5
IRAK1 -1,8 -1,7 -1,1 -1,8 -1,1
IRAK4 -1,3 -2,6 -2,3 -1,9 -2,1
TRAF6 12 -11 -11 11 -11
NFkB1 3,0 3,0 2,9 3,4 2,8
NFkB2 3,0 4,5 3,7 3,3 4,0
RelA 1,7 2,2 2,6 2,0 3,1
RelB 1,7 13 15 1,6 14
c-Rel 3,2 2,2 3,2 3,0 2,7
JUN -1,4 -2,0 0,0 -1,7 -1,7
FOS -3,5 -4,7 -5,9 -4,9 -5,6

Tumor Nekrose Faktor Superfamilie

(TNESF)

2, TNFa 24,5 25,8 28,5 29,8 35,6
9, CD137L 11,0 13,9 10,7 12,0 12,7
10, TRAIL 14,0 9,9 7,6 23,0 7,0
12, TWEAK -1,2 -1,4 -1,7 -1,6 -1,4

15, VEGI 8,3 3,7 3,9 3,9 2,7
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Interleukine

IL-1a 36,5 16,5 27,3 17,0 17,8
IL-1B 11,8 13,3 13,0 11,1 12,1
IL-6 70,4 59,4 60,9 70,1 54,0
IL-10 3,1 4,0 3,8 4,4 4,2
IL-12p35 24 2,3 2,8 3,2 25
IL-12p40 26,2 20,6 20,7 33,2 18,9
IL-15 3,2 3,3 3,1 3,7 3,3
IL-19 2,1 2,6 3,2 24 2,2
IL-22 11,0 8,8 7,4 10,4 8,6
IL-23 77,2 80,5 80,6 75,5 76,4
IL-24 1,4 1,6 1,7 1,7 1,6
IL-27/IL-30 50,4 65,1 58,0 73,1 62,2
CC Chemokine

CCL1 12,3 12,6 11,8 11,6 11,0
CCL4 53 6.3 6.6 6,1 6,5
CCL5, RANTES 9,4 11,8 11,2 12,5 10,9
CCL8, MCP-2 6,6 2,9 4,7 6,1 3,7
CCL14 4,1 3,8 4,0 3,2 5,7
CCL15 8,1 7,5 6,5 6,0 8,6
CCL19, MIP-3b 3,1 4,4 3,4 4,4 3,9
CCL20, MIP-3a 85,7 70,5 82,6 83,6 83,0
CXC Chemokine

CXCL1, GROa 8,5 6.8 8,1 6,4 5,7
CXCL2, GROB 7,2 5,2 6,1 4,6 4,3
CXCL3, GROy 10,7 4,6 7,5 6,0 4,6
CXCLS8, IL-8 6,7 6,1 6,0 6,1 5,3
CXCL9 3,5 3,0 3,5 5,4 3,4
CXCL10, IP-10 10,6 14,2 10,5 24,0 10,4
CXCL11, IP-9 9,4 9,4 9,5 17,5 9,9
Wachstumsfaktoren

Adrenomedullin 6,2 53 5,9 8,2 5,6
BMP2A 13,1 10,8 10,3 13,2 12,1
CSF2 14,6 19,8 14,5 17,1 15,1
CSF3 99,5 100,0 99,8 99,9 100,0
VEGFC 9,0 4,6 4,6 5,6 3,9

Tabelle 13: Genexpressionsdnderungen ausgewahlter immunrelevanter Faktoren in mit S. Typhimurium
(ST), S. Enteritidis (SE), S. Choleraesuis A50 (SC), S. Dublin (SD) oder S. Gallinarum (SG) infizierten
humanen Primérmakrophagen. Dargestellt ist jeweils die Expressionsdnderung zu uninfizierten Zellen mit
einer Signifikanz von p < 0,01 (griin) oder p < 0,05 (gelb) bzw. ohne Signifikanz (transparent) 4 Std. p.i.

Auf der Suche nach Serovar-spezifisch regulierten Genen fallen bezlglich der zuvor

beschriebenen immunrelevanten Bereiche keine Gene durch groRere Unterschiede auf.
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Um aufzuklaren, ob es jenseits dieser in der Literatur bereits recht gut beschriebenen Faktoren
Gene gibt, die abhdngig vom infizierenden Serovar unterschiedlich reguliert werden, wurden
analog dem Vergleich uninfizierte gegen infizierte Zellen nun die mit verschiedenen
Serovaren infizierten Zellen untereinander verglichen und die jeweils unterschiedlich

regulierten Gene in Venn Diagrammen dargestellt (siehe Abbildung 39).

STvs SD ST vs SE ST vs SC STvs SG

A
D OOT

SDvs SE SDvs SC SDvs SG

=

SE vs SC SE vs SG
B * 2 fold change
O 1st-Test
O 2st-Test

=

a
75
N

Abbildung 39: Venn-Diagramme unterschiedlich regulierter Gene bei einer Infektion humaner
Primarmakrophagen im Vergleich zweier verschiedener Serovare. Genannt wird jeweils die Anzahl der
Gene mit einer mind. = 2-fachen Expressionsanderung (blau), die den Einstichproben T-Test (griin) bzw. den
Zweistichproben T-Test (gelb) erflllen. ST: S. Typhimurium, SE: S. Enteritidis, SC: S. Choleraesuis, SD: S.
Dublin, SG: S. Gallinarum

Bedingung war wiederum eine = 2-fach veranderte Genexpression, die sowohl den 1s- als

auch 2s t-Test mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 1% erfillte. Hierbei fallt auf, dass es
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in den meisten Fallen keine bzw. sehr wenige Gene gab, die Serovar-spezifisch signifikant
unterschiedlich reguliert wurden. Die groBten signifikanten Unterschiede gab es zwischen
Makrophagen, die mit S. Typhimurium oder S. Gallinarum infiziert wurden (423 Gene) sowie
zwischen S. Typhimurium und S. Choleraesuis-infizierten Zellen (223 Gene). Somit wurde
ein Grol3teil der zuvor beschriebenen in ihrer Expression veranderten Gene bei einer Infektion
unabhéngig vom infizierenden Serovar beeinflusst. Serovar-spezifische Einflusse, die im
Zusammenhang mit der Wirtsspezifitat oder der jeweiligen Pathogenese stehen, lassen sich
hier nicht erkennen. Betrachtet man die tatsachlich Serovar-spezifisch unterschiedlich
regulierten Gene, so stammen diese haufig aus metabolischen sowie Apoptose-Signalwegen,
die bei Beriicksichtigung der Ergebnisse zu zytotoxischen Effekten wahrend einer Infektion
(siehe 1V.3) sich leicht nachvollziehen lassen und damit eher auf einer Belastung der Zelle
mit einer unterschiedlichen hohen Keimdichte beruhen als auf Effektor-vermittelte Signal-

wege. Eine vollstdndige Liste der unterschiedlich regulierten Gene ist im Anhang zu finden.
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V. DISKUSSION

Auch in Zeiten sinkender Fallzahlen, u.a. durch zunehmend greifende Kontrollprogramme in
der Tierhaltung, spielen Lebensmittel-bedingte Infektionen durch nicht-typhoidale Salmonella
sowohl in den Industrienationen als auch den weniger entwickelten Staaten eine bedeutende
Rolle und fuihren neben den Erkrankungen zu erheblichen 6konomischen Verlusten im
Gesundheitswesen und der Lebensmittelindustrie [11, 571]. 2010 lag die Inzidenz in der EU
im Schnitt bei 21,5 Féllen / 100.000 Einwohner, von denen die Breitspektrum-Serovare S.
Enteritidis (45%) und S. Typhimurium (22,4%) mit zusammen etwa 67,4% den GroRteil aller
Falle ausmachten [572]. Als Hauptinfektionsquelle gelten in den Industrienationen nach wie
vor Lebensmittel vom Schwein oder Huhn. Eine Studie von Rodriguez et al. zeigte, wie weit
Salmonella in Tierstéllen der USA trotz aller Hygiene- und VVorsorgemanahmen verbreitet
ist. So fanden sie in 4,7% aller untersuchten Umweltproben Salmonellen, die groftenteils aus
Schweinestéllen (57%) stammten, aber auch in Milchviehbetrieben (18%), Huhnerstéllen
(16%) und Mastviehbetrieben (8,5%) zu finden waren [573]. Durch entsprechende
Uberwachungsprogramme ist es zwar gelungen, vor allem wirtsadaptierte und -beschrankte
Serovare wie S. Dublin, S. Choleraesuis oder S. Gallinarum / Pullorum aus den Tierbestanden
zu verdréngen. Diese fiihren z.T. nicht nur in den jeweiligen Wirtstieren sondern auch zu
einem hoheren Anteil als die Breitspektrum-Serovare S. Typhimurium oder S. Enteritidis im
Menschen zu schwerwiegenderen systemischen Verlaufen mit hoheren Mortalitéatsraten [71,
574]. Der Erfolg der Programme spiegelt sich damit auch in der gesunkenen Salmonella-
Prévalenz bei Menschen wider, so dass humane Infektionen mit diesen Serovaren hierzulande
kaum noch eine Rolle spielen [572]. Insbesondere aber im asiatischen Raum und in
Entwicklungslandern, in denen entsprechende kostenintensive Praventions- und
Uberwachungsprogramme selten moglich sind, kommen diese Erreger im Menschen noch
h&ufig vor und fuhren auch unter dem Einfluss von Untererndhrung und Immunsupression zu
Erkrankungen mit vielen Todesféllen [132, 575-579]. Doch auch Tierbestédnde in Europa sind
z.T. noch stark mit wirtsadaptierten Erregern belastet. So belegte S. Dublin als haufigstes
Salmonella Isolat aus Rinderherden in Grofbrittanien zwischen 2003 - 2008 den ersten Platz
noch vor S. Typhimurium [580]. S. Choleraesuis verlor zwar in den Industrienationen seinen
Platz als haufigster Erreger im Schwein an S. Typhimurium, doch findet man ihn mit 9% aller
klinischen Infektionen in den USA im Schwein immer noch unter den Top 5 Erregern [581].
Auch das zunehmende Auftreten (multi-) resistenter Stamme beschrénkt sich nicht nur auf
Breitspektrum-Serovare und l&sst eine Erhéhung der Fallzahlen befurchten, die es letztlich
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erfordert, neue Wege in der Bekampfung von Salmonella zu gehen [582]. Unerl&sslich ist
hierflir ein grundlegendes Verstandnis der Infektionsprozesse und der Anpassungs-
mechanismen von Salmonella an seinen Wirt. Welche Rolle dabei das Wirtsimmunsystem
einnimmt, l&sst bereits die Beobachtung erahnen, dass vor allem Kinder, deren Immunsystem
noch nicht vollstandig ausgereift ist, und immunsuppremierte Erwachsene bei Infektionen mit
nicht-tyhpoidalen Serovaren ein héheres Risiko aufweisen, eine systemische Bakteramie zu
entwickeln [583-585]. Wahrend diese Serovare auch in vielen Jungtieren z.T. fatale
Erkrankungen hervorrufen, vermogen nach Ausreifung des Immunsystems dieses nur noch
die jeweils speziessadaptierten Serovare wie etwa S. Choleraesuis beim Schwein oder S.
Gallinarum beim Huhn [476]. Vermutlich hat im Laufe der Evolution bei den wirtsadaptierten
Serovaren damit eine Anpassung an das jeweilige Immunsystem stattgefunden, die aber auch
eine Einschrankung des Wirtsspektrums mit sich brachte [476].

Welche wirtsabhangigen Faktoren und Spezies-spezifischen Eigenschaften als auch
Salmonella Serovar-spezifischen Faktoren in der Wirtsadaptation entscheidend sind, ist
bislang nur ansatzweise untersucht. Entsprechend der drei im Menschen vorkommenden
Krankheitsbilder (Typhus, Bakterdmie, Gastroenteritis) existieren diverse Modelle zu
Untersuchung von Salmonella Infektionen. Ein durch S. Typhi, S. Paratyphi A, B und C
verursachter Typhus als schwerste systemische Erkrankung im Menschen wird am h&ufigsten
durch die Maus als Modellsystem nachgebildet [586]. Da S. Typhi in Mausen keine Infektion
auslost, muss S. Typhimurium benutzt werden, um Typhus-ahnliche Krankheitsbilder
hervorzurufen. Aufgrund der genetischen Divergenz zwischen S. Typhi und S. Typhimurium
lassen sich etwa S. Typhi-spezifische Faktoren wie das Vi-Antigen in der Maus nur durch
Klonierung in und Expression durch S. Typhimurium untersuchen [587]. Unbekannte
Faktoren bleiben dementsprechend unbericksichtigt. Auch kénnten S. Typhimurium-
spezifische Gene zur Anwendung kommen, die in S. Typhi gar nicht vertreten sind und damit
in der humanen Pathogenese keine Rolle spielen. So sind etwa 5% aller Gene von S.
Typhimurium LT2 in S. Typhi inaktiv [587]. Dass es auch phanotypisch Unterschiede
zwischen dem Typhus-Modell der Maus und der Erkrankung im Menschen gibt, zeigte
beispielsweise eine Arbeit, in der S. Typhi in humanen intestinalen Epithelzelllinien die
Expression des proinflammatorischen Zytokins IL-6 ausldst, wahrend S. Typhimurium dies in
murinen intestinalen Epithelzellen nicht vermochte [588].

Zur Untersuchung enterocolitischer Infektionen ist das Maus-Modell naturlicherweise
aufgrund der sogenannten Kolonisierungsresistenz nicht geeignet [589]. Friih zeigte sich, dass

diese Resistenz mit der kommensalen Besiedlung des Darms zusammenhing, so dass eine
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Streptomycin-Behandlung auch S. Typhimurium-Infektionen ermdglichte [590-592]. In
keimfreien Mé&usen oder nach Antibiotika-Behandlung verursacht S. Typhimurium dann auch
der menschlichen Gastroenteritis - ahnliche Symptome [593, 594]. Allerdings wird hier schon
klar, mit welchen Anstrengungen kinstliche Systeme in Organismen zur Imitation mensch-
licher Krankheitsverlaufe geschaffen werden missen. Zudem unterscheidet sich die Colitis in
der Maus von der Enterocolitis im Menschen in wesentlichen Punkten. So betrifft die
Infektion im Menschen eher das terminale lleum und das proximale Colon wohingegen bei
der Maus vor allem Caecum und Colon betroffen sind [595]. Zudem fehlen Mausen und
Ratten die Gene fir CXCR1 und seinem Chemokinliganden IL-8, das z.B. im Menschen
entscheidend fir den Influx polymorphonukleérer Zellen wie Neutrophilen in das infizierte
Darmgewebe und demfolgend auch fiir die beobachtete Gewebsnekrose ist [596, 597]. Die
Diarrhoe ist dementsprechend nicht so stark ausgeprégt und ein Ubergang zu einer
systemischen Ausbreitung ist moglich [593, 595]. Neben der Maus wurden und werden auch
Rinder, Schweine, Hihner, Kaninchen und Schafe je nach Fragestellung und verwendeten
Serovaren héufig als Versuchstiere genutzt, wobei sich die ausgeldsten Krankheitshilder
jedoch haufig nicht mit den entsprechenden Infektionen im Menschen decken. In Ausnahme
davon gelten Infektionen in Kalbern aufgrund von klinischen und pathologischen Parametern
zur Untersuchung enterischer Erkrankungen als der menschlichen Salmonellose &hnlichstes
Modell [595, 598]. Da Tiere jedoch flr erste grundlegende und sehr umfangreiche
»Screening® Versuche, wie sie in dieser Arbeit stattfinden sollten, vor allem aus ethischen
Grinden als Modell fragwirdig erscheinen und genetische Veranderungen oft nicht verfiigbar
oder in der gegebenen Zeit nicht etablierbar wéren, wurden Zelllinien fiir die anstehenden
ersten Versuche gewahlt. Diese haben dazu den Vorteil, dass die Versuchsablaufe leichter zu
standardisieren sind, einflielende variable Faktoren auf ein Minimum reduziert sowie besser
kontrolliert werden und Anderungen sowie neue Ergebnisse schneller in die Arbeit einflieBen
konnen. Nichtsdestotrotz gibt es natirlich eine Reihe einschrénkender Argumente in der
Arbeit mit Zelllinien. So verandert sich das genetische Repertoir und die Eigenschaften der
Zelllinien mit der Zeit, so dass zwei verschiedene Arbeitsgruppen trotz Verwendung der
gleichen Zelllinie unterschiedliche Ergebnisse erhalten konnen [599-601]. Zudem sind die
Eigenschaften von Zelllinien, die hdufig aus Tumorzellen hervorgingen, nur zu einem
gewissen Mal3e identisch mit denen naturlich vorkommender Zellen desselben Typs. Allein
die Fahigkeit apoptotische VVorgéange einzuleiten, ist in Tumorzellen und damit auch in den
meisten Zelllinien stark eingeschrankt. Beachtet man jedoch diese Einschrankungen, so

ermdoglicht es mittlerweile eine Vielfalt verfugbarer Zelllinien aus unterschiedlichen
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Organismen, Erkenntnisse z.B. zur Wirtsadaptation von Salmonella zu gewinnen, die dann
ggfs. im Tiermodell nachvollzogen werden kénnen. Zudem waére eine Aufklarung einzelner
Faktoren aufgrund der Komplexitat des Immunsystems ohne eine entsprechende Verein-
fachung und Fokussierung auf bestimmte Zelltypen nur schwer moglich.

Betrachtet man die Abldufe wéhrend einer Infektion mit Salmonella, die zu einer Enteritis
fuhren und denen, die in eine systemische Infektion miinden, so findet die entscheidende
Weichenstellung wahrscheinlich bereits in einer friihen Infektionsphase statt [142]. In Frage
kommen dabei zum einen die durch infizierte Enterozyten und M-Zellen exprimierten und
sekretierten Zytokine, die in charakteristischer Weise zur Aktivierung des Immunsystems und
zum Influx unterschiedlicher Immunzellen wie Neutrophilen, DCs, Makrophagen und
Lymphozyten fiihren kénnen und damit das Erscheinungsbild einer Erkrankung pragen. So
wurde beispielsweise gezeigt, dass es wahrend einer Enteritis durch die Sekretion von IL-8 zu
einem massiven Influx von Neutrophilen kommt, wahrend dieser bei typhoidalen
Erkrankungen im Menschen ausbleibt bzw. in Mdusen verzdgert auftritt [602-604]. Jedoch
kénnen auch Makrophagen und DCs fiir ein entsprechendes Signal sorgen und fungieren
zudem als Trager der Salmonellen bei einer systemischen Ausbreitung [389, 605, 606]. So
fanden Barrow et al. etwa bei der Untersuchung wirtsadaptierter Serovare in Mausen und
Hihnern kaum Unterschiede hinsichtlich der Invasivitat im Darmepithel, jedoch ein
deutliches Serovar-spezifisches Vermdgen entlegenere Organe zu erreichen und in diesen zu
uberleben [142]. Entsprechende éltere Versuche mit Salmonella Mutanten, die unféhig waren,
in Makrophagen zu (iberleben, und sich in vivo als avirulent herausstellten, untermauern die
Relevanz dieses Zelltyps [607].

Dementsprechend wurden zur Aufklarung und Untersuchung moglicher wirts- und
Salmonella Serovar-abhéangiger Faktoren in der Wirtsadaptation von Salmonella intestinale
Epithelzelllinien und Monozyten / Makrophagen-ahnliche Zelllinien benutzt. Intestinale
Epithelzelllinien waren bis zur Fertigstellung dieser Arbeit leider nur vom Schwein und vom
Menschen verfligbar. Alle hier verwendeten Epithelzelllinien sind bereits gut in der Literatur
charakterisiert worden und wurden auch schon fir Infektionsversuche mit Salmonella benutzt
[219, 492, 522]. Nachweislich exprimieren IPEC-J2 Zellen wie auch Caco-2 Zellen die TLRs
1-6und9 [518, 523-525], LoVo Zellen die TLRs 2, 3, 5, 6, 8 und 9, jedoch nicht das zur
Erkennung bakteriellen LPS wichtige TLR4 [517, 518], was in dieser Arbeit im Rahmen der
NF-kB Aktivierung durch bakterielle PAMPs auch zu beobachten war (Siehe Abbildung 26).
Monozyten / Makrophagen-ahnliche Zelllinien waren dagegen von allen drei Spezies
verfiigbar, auch wenn die porcinen (3D4/31, PLN/C2) und Hiilhnermakrophagen (HD-11,
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MQ-NCSU) weniger gut charakterisiert sind als die humanen Zelllinien THP-1 und U937
(siehe Tabelle 5). Leider war es mangels Verfugbarkeit nicht moglich, Monozyten / Makro-
phagen gleichen Gewebeursprungs zu nutzen, so dass man die unterschiedliche Herkunft aus
dem Blut (THP-1, U937, MQ-NCSU), aus dem Knochenmark (HD-11) und aus Lungen-
gewebe (3D4/31) mit einem entsprechend unterschiedlich ausgepragten Differenzierungsgrad
berucksichtigen muss.

Da pulmonale Infektionen in immunkomprimierten Menschen beispielsweise mit S.
Typhimurium von Zeit zu Zeit in der Literatur beschrieben wurden und Pneumonien im
Schwein durch S. Choleraesuis durchaus tblich sind, ist die Verwendung von Alveolar-
makrophagen durchaus von Interesse [608-610]. Auch ein Eintritt der Salmonellen tber die
oberen Atemwege und die Lunge wurde fur das Schwein diskutiert [611, 612]. Zudem wurde
schon friih gezeigt, dass sie bei der Beseitigung von Erregern aus dem Blut durchaus eine
wichtige Rolle Gibernehmen [613].

Auch die verwendeten Salmonella enterica Stdmme wurden groRtenteils schon in der
Literatur beschrieben und fiir &hnliche experimentelle Infektionen verwendet, so dass ein

Vergleich der Ergebnisse leichter mdglich ist [614-619].

V.1. Invasion und Persistenz von Salmonella

In der Vergangenheit wurden bereits zahlreiche vergleichende Infektionsstudien mit mehreren
Salmonella Serovaren und / oder mehreren Wirtsspezies sowohl in vitro als auch in vivo unter
Nutzung verschiedener Modellsysteme durchgefiihrt. Den Umfang der in dieser Arbeit
untersuchten Zelllinien und Salmonella Serovare erreichen jedoch nur wenige Studien, so
dass der Ansatz dieser Versuchsreihe es ermdglicht, die hier gewonnenen Ergebnisse mit den
Einzelergebnissen kleinerer Studien aus der Literatur zu vergleichen. Hinzu kommt, dass die
Untersuchung zellulérer Signalwege und Immunreaktionen durch Infektionen mit verschie-
denen Salmonella Serovaren die genaue Kenntnis der Infektionsabl&ufe wie etwa der
Zytotoxizitat, der Invasivitat und des intrazelluldren Verhaltens der Stdmme erfordern und
damit vorausgehende Untersuchungen notwendig machen, auch wenn diese allein in der
Vergangenheit eher wenig erfolgversprechend hinsichtlich ihrer Aussagskraft zur
Wirtsadaptation von Salmonella waren [483, 616, 620].

Magliche Probleme im Vergleich der verschiedenen Studien und der hier gefundenen
Ergebnisse ergeben sich dadurch, dass die Methoden zur Infektion, auch wenn sie auf den
ersten Blick &hnlich erscheinen, sich hdufig in einigen entscheidenden Punkten unterscheiden,

so dass im Vorlauf der hier dargestellten Infektionsversuche bereits eine Abwégung dieser
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Varianten stattfand. So werden zur Infektion von Zelllinien oft verschiedene multiplicity of
infections (Verhaltnis infizierender Bakterien / Wirtszellen; MOls) verwendet, die von einer
MOI von 1 bis zu 100 reichen. Welche Auswirkung die Wahl der MOI auf den Infektions-
verlauf hat, zeigten die eigenen Experimente zur Zytotoxizitat von Salmonella (siehe
Abbildung 18). So &ulRerte sich beispielsweise eine MOI von 5 in den meisten Zelllinien tber
einen Zeitraum von 24 Std. kaum durch absterbende Zellen. Lediglich HD-11 und LoVo
Zellen reagierten bereits bei dieser MOI. Zu beobachten war zudem eine mit der MOI
zunehmende Azidifikation des Zellkulturiiberstands, wie sie auch von Bolton et al. schon
beschrieben wurde [616]. So muss bei LoVo und HD-11 Zellen bei einer MOI von 5 mit
einem Verlust eines groBReren Teils der Wirtszellen gerechnet werden, der z.T. allein durch die
zunehmende Azidifikation vermittelt wird, wohingegen die anderen Zelllinien bedenkenlos
mit dieser MOI behandelt werden kdnnen. Genexpressionsédnderungen der tiberlebenden
Zellen wéren im Falle der LoVo und HD-11 - Zelllinien eher artifiziell durch die Ansduerung
bedingt. Betrachtet man die porcinen Zelllinien, so lieRRe sich selbst eine MOI von 50
anwenden, ohne dass ein erheblicher Verlust (iber einen Versuchzeitraum von 24 Std. zu
beobachten war. Bei HD-11 Zellen fiihrte diese MOI dagegen zu einem Totalverlust der
Wirtszellen und aufgrund des Gentamicin-haltigen Mediums ebenso der rekultivierbaren
Bakterien. Die Untersuchung der zellularen Signaltransduktion ware in diesem Fall ebenfalls
sinnlos. Unter diesen Gesichtspunkten wurde fur langere Versuche bis zu 24 Std. eine MOI
von etwa 0,5, fir Kurzzeitversuche bis zu 4 Std., die zudem eine mdglichst vollstandige
Infektion der Wirtszellen wie im Fall der Genexpressionsuntersuchungen erforderte, eine
MOI von 5 gewdhit.

Als zweiter Punkt soll hier eine dem Infektionsversuch begleitende oder vorangehende
aktivierende Behandlung der Wirtszellen diskutiert werden. Es ist bekannt, dass Makrophagen
bei vorheriger Aktivierung beispielsweise durch IFNy oder Markierung der Salmonellen
durch Komplementfaktoren oder Antikorper diese effizienter aufnehmen und abtéten [621-
624]. Die bakterizide Funktion der Makrophagen wird beispielsweise durch eine IFNy-
abhangige Induktion reaktiver Stickstoff- und Sauerstoffintermediate (RNS, ROS) ermdglicht
[625, 626]. Da fiir unsere Fragestellung jedoch vor allem die Rolle der Makrophagen als
potentielle Transporter bei einer systemischen Infektion und die friihen Immunantworten auf
eine Infektion von Interesse waren, wurde fiir die hier angewandte Zellkultur stets Hitze-
inaktiviertes Serum verwendet, das u.a. keine funktionsfahigen Komplementfaktoren mehr

enthielt. Mit Ausnahme der Differenzierung humaner Primarmakrophagen durch GM-CSF
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und der Zelllinie U937 mit Phorbolestern wurde dem Zellkulturmedium vor oder wahrend
einer Infektion keine aktivierenden Agentien wie TNFa oder [FNy zugesetzt.

Ein weiterer wichtiger Aspekt war die Entscheidung fir eine Zentrifugation der Bakterien zur
Festlegung eines gleichzeitigen Startpunkts der Infektion. So sprachen sich Bolton et al.
gegen einen Zentrifugationsschritt beim Infektionsversuch aus, da dieser eine kinstliche
Erhohung der Invasionsraten sowie eine Ablosung der Zellschicht bewirke [616]. Da jedoch
in diesem Fall eine vergleichbare Infektionsdauer und eine reproduzierbare Invasivitat
insbesondere nicht-motiler Serovare oder Mutanten z.B. auch aufgrund unterschiedlichen
Pipettierverhaltens kaum herstellbar waren, entschieden wir uns fiir einen initialen Zentri-
fugationsschritt, der bereits in anderen Verdffentlichungen zur ,,Synchronisation* der
Invasion beschrieben wurde [283, 588, 627]. Eine Beschadigung des Monolayers wurde in
keinem Fall beobachtet; dementsprechend kénnten die Beobachtungen von Bolton et al. auf
eine zu hohe Umdrehungszahl oder Zentrifugationsdauer zurtickzufuhren sein. Einzig die
kinstliche Erhthung der Invasionsraten, die alle Ansétze mit motilen Stdmmen gleicher-
malen betréfe, ist zu berlicksichtigen. Dass trotz der Zentrifugation gravierende Unterschiede
in der Invasion von Wildtyp und nicht-motilen Salmonella Mutanten in humanen und
Hihnerzelllinien zu beobachten waren, spricht fiir einen Einfluss dieser Mutationen auf den
Invasionsprozess unabhéngig von der Motilitét (siehe auch Abbildung 27) und letztendlich
auch fr die hier angewandte Methodik. Es bleibt jedoch zu beachten, dass die absolute
Invasionsrate eines Stammes nur begrenzte Aussagekraft hat und auf keinen Fall direkt mit
anderen Ergebnissen in der Literatur verglichen werden darf. Lediglich eine vergleichende
Aussage z.B. hinsichtlich der Invasivitat zweier verschiedener Serovare ist zuléssig, da man

den Invasionsprozess als solches nicht beeinflusste, und wird hier in der Folge angewandt.

So zeigte sich in dieser Arbeit zusammenfassend, dass die Breitspektrum-Serovare S.
Typhimurium und S. Enteritidis in allen Zelllinien meist mittlere bis hohe Invasionsraten und
dartiber hinaus haufig ein hohes intrazellulares Wachstum aufwiesen, wéhrend das wirts-
adaptierte Serovar S. Choleraesuis Uberwiegend mittlere Invasivitaten und Wachstumsraten
und die beiden wirtsbeschrénkten Serovare S. Gallinarum und S. Pullorum die niedrigsten
Raten ergaben (siehe Abbildung 15). In einer der wenigen vergleichenden Veréffentlichungen
mit S. Typhimurium und S. Enteritidis wurde ebenfalls von einer sehr &hnlichen initialen
Invasivitat der beiden Serovare im Hiihnerdarm berichtet [628]. Schmidt et al. verglichen
zudem die Invasivitat mehrerer S. Typhimurium-Stamme (u.a. auch SL1344) und fanden

ahnliche Invasionsraten in der porcinen intestinalen Epithelzelllinie IPEC-J2 und mukosalen
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Explantaten als Briicke zur in vivo Situation [629]. Somit ist davon auszugehen, dass die hier
gefundenen Invasionsraten zumindest von S. Typhimurium SL1344 durchaus charakteristisch
flr virulente Stdimme des Salmonella Serovars Typhimurium sind.

Bzgl. S. Choleraesuis wies die raue Isoform von SARB4 in der Regel héhere Invasionsraten
wie S. Choleraesuis A50 auf, die intrazelluldre Persistenz war jedoch vergleichbar bzw. etwas
schlechter als bei A50. Diese Beobachtung deckt sich mit einer &lteren Arbeit mit rauen und
glatten Isoformen von S. Typhimurium in HeLa-Zellen [630]. Die generell etwas niedrigere
Invasivitat von S. Choleraesuis gegentber S. Typhimurium, S. Enteritidis und S. Dublin
kdnnte zum Teil durch die fehlende Expression von SopE erklért werden, das im Gegensatz
zum stark konservierten SopE2 nur in bestimmten Stdmmen phagencodiert vertreten ist und
dessen Funktion nicht durch die des SopE2 kompensiert werden kann [631-634]. So flhrte die
Deletion von SopE in S. Typhimurium und S. Dublin zu einer Invasivitdtsminderung in
Epithelzellen [635, 636]. Dass die Invasionsunterschiede jedoch nicht allein durch die Expres-
sion dieses Virulenzfaktors erklart werden konnen, deutet etwa die Anwesenheit von SopE in
S. Gallinarum an [632], welches hier und in anderen Veroffentlichungen ebenfalls als eines
der schwach invasiven Serovare auffiel [483, 637]. Trotz der nachgewiesenen Bedeutung von
SopE im S. Typhimurium-bedingten Colitis-Modell der Maus [638], bleibt die Relevanz von
SopE auch hinsichtlich der Heterogenitat im Salmonella Serovar Typhimurium in vivo unklar
[639] und stellt nur eine mogliche Option zur Erklarung der Invasionsunterschiede zumindest
fur das Salmonella Serovar Choleraesuis dar.

Das ebenfalls wirtsadaptierte Serovar S. Dublin zeigte im Gegensatz zu S. Choleraesuis haufig
sehr hohe Invasionsraten, die vergleichbar oder sogar héher als bei den Breitspektrum-
Serovaren waren, die intrazellulére Persistenz stellte sich dann jedoch schlechter als bei S.
Typhimurium und S. Enteritidis dar, so dass auch S. Dublin &hnlich S. Choleraesuis sich
insgesamt im Mittelfeld bewegt. Konsistent mit diesen Ergebnissen zeigten auch Bolton et al.
trotz fehlender Zentrifugation zur Infektion in humanen Caco-2 Zellen héhere Invasionsraten
flr virulente S. Typhimurium-Stdmme gegeniber S. Choleraesuis A50 [616]. Der dabei
verwendete S. Dublin-Stamm 3246 wies ebenfalls Invasionsraten auf, die zwischen denen von
S. Typhimurium TML und S. Choleraesuis A50 lagen. Eine friihere in vivo Studie der Gruppe
um Bolton ergab in &hnlicher Weise hohere Invasionsraten von S. Typhimurium 4/74 im
Vergleich zu S. Choleraesuis A50 und S. Dublin 3246 in einem porcinen und bovinen ileal-
loop Modell [484]. Diese Ergebnisse seien zudem &hnlich der Invasionsraten einer weiteren
Studie mit ilealen Explantaten aus dem Kaninchen [640] und deuten an, dass die Ergebnisse

durchaus von biologischer Relevanz sein konnten. Was an dem Experiment von Bolton et al.
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(1999) jedoch auch Kklar wurde, war die fehlende Korrelation zwischen Wirtsspezifitat und
Invasivitat [484]. So waren die Invasionsraten trotz unterschiedlicher Wirtsadaptation von S.
Choleraesuis und S. Dublin im Schwein und im Rind &hnlich. Auch Uzzau et al. und die hier
dargestellten in vitro Versuche zeigten kein Indiz fur eine Korrelation zwischen Invasivitét
und Wirtsdadaptation, so dass beispielsweise das Schweine-adaptierte Serovar S.
Choleraesuis keine Auffalligkeiten in Zelllinien aus dem Schwein (3D4/41, IPEC-J2) oder das
ovin-adaptierte Serovar S. Abortusovis keine Auffalligkeiten bei der Invasivitat im Schaf
aufwiesen [485]. Es ist naheliegend, dass in einem so komplexen System wie der Interaktion
zwischen diversen verschiedenen Immunzellen und einem Pathogen die Betrachtung der
Invasion in einer dieser Zelltypen nicht ausreicht, um den Sachverhalt zu klaren. So zeigten
auch Versuche von Watson et al. mit S. Typhimurium, S. Dublin und S. Choleraesuis in
porcinen Alveolarmakrophagen, die in dieser Arbeit ebenfalls beschriebene gute Persistenz
von S. Typhimurium im Gegensatz zur verhéltnismaRig schlechten Persistenz von S.
Choleraesuis [620]. Eine weitere Arbeit verdeutlichte, dass S. Typhi in der Lage war, in vitro
humane sowie murine intestinale Epithelzellen als auch in vivo in Mausen M-Zellen zu
invadieren, jedoch im in vivo Versuch erst im spateren Verlauf daran scheiterten, die
Peyer’schen Plaques zu besiedeln [588, 641]. In dahnlicher Weise waren S. Abortusovis, S.
Dublin und S. Gallinarum in der Lage, die bovine Mukosa zu besiedeln; allein S. Dublin
konnte jedoch aus inneren Organen wie Leber, Milz und hepatischen Lymphknoten reisoliert
werden [642]. Zwei Jahre spater fanden Chadfield et al., dass diverse Serovare die Fahigkeit
besallen, die Mukosa des Huhnerdarms und die Bursa Fabricii zu kolonisieren, wéhrend
lediglich S. Gallinarum zu einer systemischen Ausbreitung in der Lage war [483]. Da somit
auch zahlreiche biologisch relevantere ileal-loop Studien eine fehlende Korrelation in einem
sehr frihen Stadium der Infektion aufwiesen, scheint die Wirtsspezifitat nicht auf der Ebene
der Invasion entschieden zu werden. Dafur spricht auch das bevorzugte Eindringen der
Salmonellen Gber M-Zellen am Rande der Peyer’schen Plaques, die selbst aktiv die Bakterien
aufnehmen und damit eine aktive Invasion der Salmonellen nicht notwendigerweise erfordern
[390, 643]. Folgerichtig fanden Jones et al. eine Invasions-defiziente Mutante von S.
Typhimurium im Epithelgewebe von murinen ileal-loops und Vazquez-Torres SPI1-
defiziente S. Typhimurium in der Milz von Mé&usen nach oraler Applikation infolge der
Aufnahme durch CD18" Phagozyten [389]. Auch R.A. Murray und C.A. Lee stellten ein Jahr
spater in ihrer Arbeit mit SP11-defizienten S. Typhimurium fest, dass Invasionsgene offen-
sichtlich nicht fir die Invasion des Epithelgewebes und die systemische Ausbreitung

zwingend notwendig sind [644], was die Rolle der Invasivitat allein hinsichtlich der weiteren
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Pathogenese in Frage stellt.

Vielmehr legen auch die oben beschriebenen Veroffentlichungen nahe, dass im Rahmen der
systemischen Ausbreitung wirtsadaptierter Serovare und der gefundenen positiven Korrela-
tion zwischen dem systemischen Auftreten und der Adaptation an einen Wirt die Invasivitét
allenfalls dazu beitragt, der mai3gebliche Unterschied jedoch im Umgang mit dem Wirts-
Immunsystem zu suchen ist [485]. Und diesbeziiglich sind neben den Invasionsraten auch das
Vermdgen zur intrazelluldren Persistenz, die interzellulére Ausbreitung sowie das Wirken
verschiedener Virulenzfaktoren von Bedeutung.

Einher mit den hohen Invasionsraten geht beispielsweise auch eine vergleichsweise hohe
Zytotoxizitat der Serovare, die bei den Breitspektrum-Serovaren sowie den wirtsadaptierten
Serovar S. Dublin am hdchsten, bei den brigen wirtsadaptierten und den wirtsbeschréankten
Serovaren am niedrigsten war (siehe Abbildung 17). Bzgl. der wirtsadaptierten Serovare fiel
schon in friheren Studien die hohe Zytotoxizitat von S. Dublin beispielsweise im Vergleich
zu S. Choleraesuis auf, so dass von einem S. Typhimurium-spezifischen Toxin die Rede war,
das in dhnlicher Weise auch von S. Dublin exprimiert wird [484, 645]. Bislang wurde jedoch
ein solches Toxin nicht molekular oder genetisch nachgewiesen.

Nichtsdestotrotz fiihrt diese Eigenschaft hoch invasiver und sich stark vermehrender Serovare
dazu, dass es zu einer verhéltnisméafig starken Inflammation und zur Destruktion des
mukosalen Gewebes kommt, wie es fur S. Dublin und S. Typhimurium in Schafen [485], im
Kaninchen [640] und S. Dublin im Schwein und im Rind [484] gezeigt wurde. Dahingegen
scheinen wirtsadaptierte / wirtsbeschrénkte Serovare wie S. Choleraesuis und S. Gallinarum
von ihren niedrigen Invasionsraten und dem langsamen intrazellularen Wachstum zu
profitieren. So fanden Uzzau et al. in S. Abortusovis und S. Gallinarum infiziertem ovinen
Gewebe [485], Bolton et al. in S. Choleraesuis infiziertem bovinen und porcinen Gewebe
[484] und Pascopella et al. in S. Typhi infiziertem Gewebe kaum Zeichen einer Gewebs-
zerstorung und Inflammation und weisen damit auf ein ,,leises* Fortschreiten der Infektion
hin [641]. Dass es S. Dublin trotz hoher Invasionsraten in vitro (siehe diese Arbeit) als auch in
vivo [642] und der damit einhergehenden Inflammation gelingt, systemische Infektionen z.B.
im Rind hervorzurufen, spricht fur einen von den Serovaren Gallinarum und Choleraesuis
abweichenden Mechanismus, der bislang jedoch vollkommen unklar ist und mangels ent-
sprechender boviner Zelllinien in dieser Arbeit auch nicht geklart werden konnte.

In den meisten Féllen korrelieren die Ergebnisse der in vitro Infektionen in dieser Arbeit mit
den Wachstumsversuchen in Kultur, bei denen sich hinsichtlich der Generationszeiten

folgende Reihenfolge ergab: Breitspektrum-Serovare < wirtsadaptierte Serovare <



Diskussion 133

wirtsbeschrénkte Serovare. Die Generationszeiten sind zwar in Kultur geringer als intra-
zellular und auch die Reihenfolge der Serovare ist nicht in jeder Zelllinie den Generations-
zeiten in Kultur entsprechend gleich, doch dirfte das Vermdgen in Kultur langsam oder
schnell zu wachsen die intrazellulare Wachstumscharakteristik stark beeinflussen. So ist es
unwahrscheinlich, dass ein wirtsbeschranktes Serovar wie S. Pullorum, das in Kultur nur sehr
langsam wéchst, intrazellular hohe Raten aufweist. Dahingegen ist es durchaus denkbar, dass
in Kultur schnell wachsende Serovare wie S. Typhimurium intrazellulér ihr Wachstum
drosseln, um sich einem wirtsadaptierten Serovar ahnlich zu verhalten. Dazu bei trage
beispielsweise auch die Einleitung apoptotischer VVorgénge, die letztlich zwar nicht das
Wachstum der einzelnen Bakterienzelle jedoch der Bakterienpopulation beeinflussen konnten.
Welche wichtige Rolle die Wachstumsgeschwindigkeit hinsichtlich der Persistenz von
Bakterien spielt, zeigt eines der erfolgreichsten mikrobiellen Beispiele fiir eine Koexistenz
zwischen Wirt und Pathogen: M. tuberculosis. Dieses Bakterium weist besonders lange
Generationszeiten bzw. langsames Wachstum auf und besitzt Gene, die die Latenz im
Wirtsorganismus erst ermdglichen. Eine Deletion dieser Gene flhrt zu einem unbegrenzten
intrazellularen Wachstum in Makrophagen und einer verminderten Virulenz [646]. Ein
dhnliches ,,Uberwachsen‘ von Makrophagen beobachteten Eriksson et al. bei Salmonella
Mutanten, die in ihrer F&higkeit zur Aktivierung der induzierbaren Stickstoffmonoxid-
Synthase (iNOS) beeintrachtigt waren und auch in vivo sich als schwach virulent
herausstellten [624, 647]. Ein weiterer Punkt, der daflr spricht, dass niedrige Wachstumsraten
eine systemische Ausbreitung begunstigen, ist die Beobachtung, dass systemisch
persistierende Salmonella h&ufig in sehr geringen Zellzahlen in den beherbergenden
Phagozyten vorkommen. So fanden Sheppard et al. in 90% der infizierten murinen
Phagozyten 4 Tage p.i. < 3 Bakterien / Zelle. Unterschiedliche bakterielle Wachstumsraten
gingen dabei nicht mit einer gréReren Zahl Bakterien / Zelle sondern mit mehr infizierten
Zellen einher, so dass der Quotient gleich blieb [648]. In dahnlicher Weise fanden Monack et
al. ein Jahr nach der Infektion von Mé&usen in den Makrophagen der MLN im Mittel nur 3 - 4
Bakterien / Zelle [649]. Damit scheint eine niedrige intrazelluldre Bakterienzahl fir eine
systemische Ausbreitung essentiell zu sein. Dies wére zum einen durch niedrige Invasions-
raten oder ein langsames intrazellulares Wachstum gewéhrleistet, wie sich im Falle der hier
untersuchten wirtsadaptierten und -beschrénkten Salmonella Serovare Choleraesuis,
Gallinarum und Pullorum andeutete. Zum anderen kann aber auch die Interaktion mit der
Wirtszelle etwa bei der Induktion apoptotischer, pyroptotischer und nekrotischer Prozesse zur

Infektion benachbarter Zellen von Bedeutung sein, wie es moglicherweise bei schnell
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wachsenden Breitspektrum-Serovaren wie S. Enteritidis und S. Typhimurium der Fall ist, die
beispielsweise in adulten Schweinen und Hihnern fur ihre lange Persistenz bekannt sind.
Auch die systemische Infektion von S. Dublin in Rindern wiirde nach den Ergebnissen dieser
Arbeit eher zu dieser Hypothese passen. Welcher Mechanismus jeweils greift, dirfte von
Serovar zu Serovar und Wirtspezies zu Wirtsspezies, moglicherweise auch Zelltyp-spezifisch
unterschiedlich sein und letztlich davon abh&ngen, welche Faktoren in der Wirts-Pathogen
Interaktion aus intrazellularem bakteriellen Wachstum und der Einleitung inflammatorischer
sowie pro- und antiapoptotischer Signalwege tUberwiegen. Auf Grundlage dieser Arbeit soll

versucht werden, Anhaltspunkte fur die jeweils greifenden Mechanismen zu finden.

V.2. Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB durch
Salmonella

Da entgegen einiger alterer vergleichender Studien mit S. Typhi und S. Typhimurium weder
die Invasivitat noch die intrazellulére Persistenz in vitro sich generell mit der Wirtsspezifitat
von Salmonella korrelieren lielen [650, 651], interessierte nunmehr vor allem die Wirts-
immunantwort auf eine Infektion. So fanden z.B. Bueno et al., dass S. Typhi und S. Enteritidis
in Méusen zu einer starken T-Zell Aktivierung fiihrten, die ihre Ausbreitung unterband, und
zudem nicht in der Lage waren, in vitro in murinen DCs, im Falle von S. Typhi jedoch in
humanen DCs zu persistieren [652]. Zwar unterschieden sich die Breitspektrum-Serovare S.
Typhimurium und S. Enteritidis in dieser Arbeit zum Teil erheblich, was aufgrund der
Ahnlichkeit der beiden Serovare bzgl. Pathogenese und Wirtsspektrum etwas verwundert,
jedoch in der Arbeit nicht ndher diskutiert wurde, doch weist sie auch eindeutig auf eine
richtungsweisende Funktion des Wirtsimmunsystems insbesondere in Bezug auf die
Aktivierung des adaptiven Immunsystems bei der Wirtsadaptation von Salmonella hin.

Als zentraler Transkriptionsfaktor fiir die Regulation einer Immunantwort auf eine Infektion,
der ubiquitar sowohl in Epithel- als auch in Makrophagenzellen vorkommt und in allen drei
hier verwendeten Wirtsspezies exprimiert wird, bot sich NF-kB bzw. dessen Aktivierung an
[653]. Die Folge einer NF-kB Aktivierung ist u.a. die Induktion von Zytokin- und Chemokin-
genexpressionen, die als verbindendes Glied zwischen Zellen des angeborenen und des
adaptiven Immunsystems fungieren. Zudem nutzen die meisten Pathogen-Erkennungs-
rezeptoren Signalkaskaden, die liber NF-kB zu einer Genexpressionsregulation fuhren.
Dementsprechend ist NF-xB hervorragend geeignet, um in vergleichender Weise die
Aktivierung des Wirtsimmunsystems in verschiedenen Spezies zu untersuchen. Die Wirkung
der NF-xB — Aktivierung wurde dementsprechend durch die Expression einiger
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proinflammatorischer Zytokine und Chemokine, deren Gene bewiesenermafen NF-kB —
Bindungsstellen besitzen (siehe http://www.bu.edu/nf-kb/gene-resources/target-genes/),
mittels RTgQPCR nachgewiesen. Neben NF-kB ist der Transkriptionsfaktor AP-1 als im
Infektionsgeschehen bedeutsam beschrieben worden [654-656], der parallel zur Aktivierung
von NF-kB von diversen TLRs aus tiber TAK1 und den MAPKinasen p38 und c-Jun-N-
terminal kinase (JNK) aktiviert wird und sich &hnlich wie NF-kB als Homo- oder Hetero-
dimer aus den Proteinen Jun, Fos, activating transcription factor (ATF) oder basic region
leucine zipper (bZIP) zusammensetzt, jedoch Gene reguliert, die tber ein CAMP response
element verfligen [657-659]. Da der AP-1 Weg jedoch lediglich vom NF-kB Signalweg
abzweigt, durch viele aber nicht alle NF-xB Aktivatoren angesprochen wird und dement-
sprechend auch keine Aktivierung erwartet wird, die sich substantiell von der des NF-xB
unterscheidet, entschieden wir uns, lediglich die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-
kB stellvertretend fiir eine Immunaktivierung zu beobachten.

So konnte in dieser Arbeit gut nachvollzogen werden, dass die hier als besonders invasiven
und gut persistierenden Breitspektrum-Serovare als auch S. Dublin &hnlich ihrer intra-
zelluléren Keimzahl zu einer verhaltnismaBig starken Aktivierung des zentralen Trans-
kriptionsfaktors NF-«B (siehe 1V.5.2) und dem folgend der proinflammatorischen Zytokine
TNFa, IL-1B, IL-6, IL-12p40 sowie des Chemokins IL-8 in Zelllinien des Schweins und des
Menschen fuhrten (siehe 1V.6). Damit widersprechen die Ergebnisse einer Arbeit von Watson
et al., die keine Unterschiede in der Induktion der proinflammatorischen Zytokine IL-1, IL-6
und TNFa bei S. Typhimurium, S. Dublin und S. Choleraesuis - infizierten porcinen Alveolar-
makrophagen fanden [620]. Mdéglicherweise war der dabei verwendete Nachweis der
Zytokine im Medium nicht sensitiv genug, um signifikante Unterschiede, wie sie sich
hinsichtlich der Invasivitat und Persistenz andeuteten, nachzuweisen. Auf der anderen Seite
lassen sich allein auf Grundlage unterschiedlicher Genexpressionen in dieser Arbeit keine
Ruckschlisse auf die Sekretion der Proteine tatigen. Jedoch korrelieren die hier gefundenen
Ergebnisse deutlich mit anderen aktuelleren Veroffentlichungen etwa von Paulin et al., die in
einem porcinen ileal-loop Modell nachwiesen, dass die hohe Invasivitat von S. Typhimurium
4/74 gegeniber S. Choleraesuis A50 insbesondere in einer sehr friihen Phase der Infektion zu
einer hohen Expression der Gene fir das Chemokin 1L-8 und die proinflammatorischen
Zytokine TNFa und IL-18 fuhrten und wahrscheinlich mal3geblich flr eine lokale Begrenzung
der Infektion waren [615]. Auch in der polarisierten porcinen Epithelzelllinie IPEC-J2 wiesen
Skjolaas et al. eine hohere Sekretion des Chemokins IL-8 per ELISA bei S. Typhimurium

gegeniber S. Choleraesuis — infizierten Zellen nach [522]. In einem in vivo Ansatz mit
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Schafen zeigten Montagne et al. zudem deutlich Unterschiede zwischen S. Dublin und S.
Abortusovis infizierten Tieren, in denen S. Dublin zu einer deutlich héheren Induktion der
Gene flr IL-1p, IL-12 und TNFa im lymphoiden Gewebe als das ovin-adaptierte Serovar
Abortusovis fiihrte [660].

Dass jedoch die Starke der NF-kB Aktivierung nicht generell einfach nur eine Funktion der
intrazellularen Keimzahl ist, deuten die Ergebnisse fir die Giberwiegend sehr schwach
invasiven und schlecht persistierenden Serovare S. Gallinarum und S. Pullorum an. Mit
Ausnahme der humanen LoVo Epithelzellen fihrt zumindest S. Gallinarum in den meisten
Zelllinien zu einer im Verhaltnis zur intrazelluldaren Keimzahl und dem Fehlen von Flagellen
als einem der wichtigsten PAMPs tberraschend hohen NF-kB Aktivierung, die der anderer
wesentlich besser persistierenden Serovare wie S. Choleraesuis oder S. Dublin zumindest
ahnlich ist. Ob dies mit dem Fehlen NF-«xB - inhibierender Faktoren bei S. Gallinarum /
Pullorum oder der Anwesenheit starker aktivierender Faktoren wie etwa eine verdnderte LPS-
Struktur zu erkl&ren ist, konnte hier nicht geklart werden, wére jedoch eine interessante
Aufgabe zukinftiger Arbeiten.

Vergleicht man nun die drei Wirtsspezies miteinander, so féllt auf, dass es auf der Ebene der
NF-kB Aktivierung zum einen kaum Unterschiede zwischen den Zelltypen gab, so dass man
ahnliche NF-kB Aktivierungsmuster bei den Makrophagen wie bei den Epithelzellen fand.
Daruiberhinaus war das Muster auch zwischen humanen und porcinen Zelllinien sehr dahnlich,
mit dem Unterschied, dass die Aktivierung bei S. Dublin infizierten humanen Zellen in
Verhéltnis zu den anderen Serovaren hoher war als bei S. Dublin infizierten porcinen Zellen.
Jedoch lasst sich auch dieser Unterschied durch eine verminderte Invasivitat von S. Dublin in
porcinen Zellen gegentber humanen Zellen erklaren. Demnach ist fiir die Aktivierung von
NF-kB in den meisten Fallen aber nicht ausschlieBlich die Invasivitat und Persistenz der
Serovare malgebend, die, wie oben diskutiert, nicht mit der tatsachlichen Wirtsspezifitat der
Serovare korrelieren, jedoch Anhaltspunkte fiir die durch bestimmte Serovare initiierten
Krankheitsverlaufe liefern. Nichtsdestotrotz gibt es einige feine Unterschiede, die erst im
genauen Vergleich der Ergebnisse auffallen. So reagieren beispielsweise humane Epithel-
zellen wesentlich empfindlicher und differenzierter auf eine Infektion als porcine Zellen oder
Makrophagen insgesamt. Dieser Punkt soll in Abschnitt V.3 ndher erortert werden.

Zudem unterscheidet sich auch die Aktivierbarkeit der Hihnermakrophagen HD-11 durch die
verschiedenen Serovare gravierend von denen der porcinen und humanen Zelllinien. Diese

Beobachtung soll nun im folgenden Abschnitt diskutiert werden.
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V.2.1. Die Rolle bakteriellen Flagellins in der Pathogenerkennung

Flagellin ist der wichtigste Bestandteil bakterieller Flagellen, deren filamentdse Struktur aus
rund 20.000 helikal angeordneten Untereinheiten in Form eines Hohlzylinders besteht und
damit u.a. entscheidend fur die bakerielle Motilitét ist [661]. Neben der Mobilitat nutzt
Salmonella auch effektorische Funktionen des Flagellins. So wurde zum einen gezeigt, dass
Salmonella im Gegensatz zu Kommensalen Flagellin SP12-abhé&ngig durch Transzytose in
Vesikeln von der apikalen Epithelseite aus auf die basolaterale Seite im Darm transportieren
lasst [284, 286]. In monomerer Form wird es danach durch TLR5 auf Immunzellen erkannt
und induziert eine Signalkaskade, die Gber NF-kB und MAPK zur Expression proinflam-
matorischer Zytokine und zu einer Inflammation fiihrt, die haufig eine Gewebszerstérung
bewirkt und somit eine Diarrhoe einleitet [662, 663]. Damit wird Salmonella neben der
Bereitstellung von Néhrstoffen auch die Ausbreitung auf neue Wirte erméglicht. Salmonella
sekretiert jedoch Flagellin auch gezielt als Effektor SPI-1 T3SS — abhéngig in das Wirtszell-
zytosol, wo es durch NLRs wie Ipaf / NLRC4 und Bircle / NAIP5 erkannt wird und zur
Induktion eines Inflammasoms fuhrt, das u.a. zur Aktivierung der Caspase-1 und Bildung der
proinflammatorischen Zytokine IL-1 und IL-18 beitragt [281-283, 664]. Die Folge ist die
Pyroptose der Wirtszelle, wie es fiir Makrophagen gezeigt wurde [283]. In der intestinalen
Mukosa wurde TLR5 basolateral auf Enterozyten sowie auf CD11¢* DCs nachgewiesen, die
haufig in einer sehr friihen Infektionsphase mit Salmonellen assoziiert gefunden worden [284,
665, 666] und ist somit flr eine friihe Erkennung einer Infektion und Limitierung dieser
wichtig [343]. Damit konnte die Flagellin-Erkennung einen wichtigen Mechanismus zur
Unterbindung der Ausbreitung von Salmonella im Gewebe darstellen und desweiteren
richtungsweisend fur den Krankheitsverlauf sein. Trotz der prinzipiell als sehr wichtig
beschriebenen Funktion der Flagellin-Erkennung im Infektionsgeschehen von Salmonella
[285, 343] als auch in der Abwehr von Legionella [667] bleibt die Bedeutung z.B. fur humane
Salmonellen-Infektionen bislang unklar. So konnte entgegen einer erhéhten Suszeptibilitét
gegenuber L. pneumophila bei bestimmten Polymorphismen im TLR5 Gen des Menschen
eine &hnliche erhohte Suszeptibilitat gegenuber S. Typhi — Infektionen nicht gefunden werden
[667, 668]. Zudem korreliert im Menschen wie auch in vielen anderen Sdugern die
Expression der Flagellingene nicht mit einer bestimmten Pathogenitdt der Serovare. Anders
ist es im Huhn, wo die Geflugel-adaptierten Serovare S. Gallinarum und S. Pullorum kein
funktionelles Flagellin exprimieren und damit unmotil bleiben, jedoch im Gegensatz zu den
Breitspektrum-Serovaren S. Typhimurium oder S. Enteritidis zu schweren systemischen

Erkrankungen auch im adulten Huhn flhren.
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Betrachtet man die Resonanz auf eine Flagellin-Behandlung durch die Zelllinien verschie-
dener Wirtsspezies in dieser Arbeit, so stellen sich zum Teil gravierende Unterschiede dar.
Einzig die humanen Zelllinien LoVo, Caco-2 und THP-1 reagierten auf monomeres Flagellin
mit einer deutlich erhéhten NF-kB Aktivierung. Dementsprechend zeigte sich, dass eine
Deletion der Gene zumindest in den humanen Epithelzelllinien zu einer drastischen
Reduktion der NF-xB Aktivierung fiihrte, wohingegen die Hithnermakrophagen HD-11
entgegengesetzt mit einer erhéhten NF-kB Aktivierung reagierten. Diese Ergebnisse lieRen
sich auch auf die Versuche mit den Salmonella Serovaren beziehen, so dass S. Gallinarum
und S. Pullorum in humanen Epithelzellen kaum zu einer Aktivierung von NF-«B fiihrten,
wohingegen diese bei HD-11 Zellen nach einer S. Gallinarum / Pullorum in Anbetracht der
geringen intrazellularen Bakterienzellzahl héher als bei den Breitspektrum-Serovaren und S.
Dublin war. Die porcinen Zelllinien reagierten weder auf monomeres Flagellin noch auf eine
entsprechende Deletion der Gene in Salmonella, dhnelten in ihrer Resonanz auf die
verschiedenen Serovare jedoch eher den humanen Zellen, insbesondere den humanen
Makrophagen. Damit wird deutlich, dass die Zellen verschiedener Wirtsspezies sehr
unterschiedlich auf Flagellin reagieren und vor allem die Reaktion der HD-11 Zellen mit
Hinsicht auf die herausragende Rolle der nicht-motilen Salmonella Serovare Gallinarum und

Pullorum im Huhn von Interesse ist.

V.2.2. Die Reaktion der Hihnermakrophagen HD-11

Betrachtet man die Genexpressionsuntersuchungen der Hiihnermakrophagen HD-11, so stellt
man fest, dass die AfliD-Mutante eine dhnlich erhéhte Genexpression proinflammatorischer
Zytokine zeigt wie die AfliCAfljB-Mutante (siehe Abbildung 32). Da jedoch bei einer fliD-
Deletion weiterhin Flagellin gebildet und normal sekretiert wird, kann diese Erh6hung nicht
am Flagellin selbst liegen, sondern viel eher mit der deutlich verminderten Invasivitat
zusammenhéngen, die beide Deletionsmutanten als auch die nicht-motilen Serovare S.
Gallinarum und S. Pullorum gleichsam betrifft. Bleibt zu klaren, warum diese Serovare und
Mutanten dann zu einer erhdhten und nicht zu einer erwartungsgeman niedrigeren
Aktivierung der Makrophagen im Gegensatz zum Wildtyp S. Typhimurium fuhrten. Wie in
Abbildung 20 dargestellt, wirkt sich eine erhohte intrazellulare Bakterienzahl wie bei S.
Typhimurium, S. Enteritidis und S. Dublin neben der NF-xB Aktivierung auch auf das
Absterben der Wirtszellen aus. Insbesondere in diesem Punkt stellten sich die Hiihnermakro-
phagen HD-11 als besonders sensibel im Vergleich zu den anderen Zelllinien heraus (siehe
Abbildung 17). Eine geringere Zahl von Wirtszellen bei einer Infektion mit dem Wildtyp
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gegenuber den Flagellinmutanten oder mit den Salmonella Serovaren Typhimurium,
Enteritidis und Dublin gegeniiber S. Gallinarum und S. Pullorum wiirde sich in den NF-xB
Assays durch deutlich niedrigere Signale bei den Wildtyp-, S. Typhimurium-, S. Enteritidis-
oder S. Dublin - infizierten Zellen bemerkbar machen, wie sich auch zeigte (siehe Abbildung
30). Da jedoch die Signale der RTgPCR auf das housekeeping-Gen S-Actin und damit auf die
eukaryotische Zellzahl normalisiert wurden, durften unterschiedliche Wirtszellzahlen sich in
diesen Versuchen nicht bemerkbar machen. In der Literatur ist jedoch beschrieben, dass eine
starke Aktivierung von Caspasen etwa in apoptotischen Zellen zu einer Inhibition von NF-xB
fuhrt [669-671]. Wie wir in den Zytotoxizitatsversuchen gesehen haben, scheint genau dies
bei den Breitspektrum-Serovaren und S. Dublin der Fall zu sein. Neben der Einleitung
apoptotischer Vorgange durch Uberlastung der Wirtszelle wurde fiir Salmonella auch eine
Caspase-1 abhangige Pyroptose-Induktion in Makrophagen durch den Effektor SipB oder
durch intrazelluldre Flagellin-Bindung an Ipaf beschrieben (s.0.) [451]. Zudem vermitteln
Lipopeptide tber TLR2 und LPS tiber TLR4 eine proapoptotische Wirkung [672, 673].
Dementsprechend beschrieben Maelfait et al. eine durch TLR3 und TLR4, Aliprantis et al.
eine durch TLR2 induzierte Aktivierung der Initiator-Caspase 8 [672, 674].

Auf der anderen Seite flhren alle diese TLR-abh&ngigen Signalwege auch zu einer
Aktivierung von NF-kB und damit zur Expression einiger anti-apoptotisch wirkender Gene
wie clAP-1, -2 und A20 [675-677]. So zeigten Zeng et al. neben der proapoptotischen
Wirkung von Flagellin iber TLR5 auch, dass eine Prainkubation mit Flagellin vor einer
Infektion mit S. Typhimurium die Zellen vor einer Apoptose schitzt [678]. Letztlich ent-
scheidet das Gleichgewicht pro- und anti-apoptotischer Faktoren tber die Aktivierung von
Caspasen und die Einleitung der Apoptose oder Pyroptose. Salmonella kann tber verschie-
dene Mechanismen in dieses Gleichgewicht eingreifen. So wurde etwa fiir den Effektor AvrA
neben der Inhibierung des NF-kB Signalweges vor allem eine Inhibierung des AP-1/JNK
Signalweges und eine daraus resultierende Stabilisierung der epithelialen Integritat und
Minderung der phagozytéren Apoptose gefunden [347, 679-681]. Auf der anderen Seite
inhibiert der PhoP-abhé&ngige SP12-kodierte Effektor SseL ausschlieRlich den NF-kB Weg
und verringert damit die Expression proinflammatorischer Zytokine, induziert jedoch im
Gegensatz zu AvrA die Apoptose von Makrophagen [349, 682]. Eine dhnliche NF-xB
inhibitorische Wirkung entfaltet auch der Effektor SspH1 durch Bindung der Serin /
Threonin-Kinase PKN1 [683, 684]. Wie fein die Expression und Wirkung dieser und anderer
Effektoren reguliert ist, zeigte eine Arbeit von Streckel et al. [634]. Danach besitzen die hier

untersuchten Serovare S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Dublin und S. Gallinarum im
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Gegensatz zu S. Choleraesuis das avrA Gen, die Expression ist jedoch in Abhangigkeit der
gewéhlten Kulturbedingungen und des verwendeten Stammes sehr unterschiedlich. Dass
sowohl S. Dublin als auch S. Gallinarum, die sich hier deutlich hinsichtlich der NF-xB
Aktivierung und Zytotoxizitat unterschieden, tber avrA verfiigen, zeigt, dass das Vorhanden-
sein einzelner Virulenzgene allein nichts Gber den Phénotyp aussagt. Die exakte Regulation
und zeitliche Abfolge dieser Effektoren entscheidet letzlich mit daruber, ob Salmonella den
programmierten Zelltod oder das Uberleben der Wirtszelle beeintrachtigt.

Aufgrund der hier gewonnenen Ergebnisse liegt der Schluss nahe, dass entweder die Schwelle
zur Uberlastung der HD-11 Zellen im Gegensatz zu anderen Zelllinien niedriger ist oder ein
Caspase-induzierender und NF-«xB inhibierender Weg in HD-11 Zellen stérker ausgepragt ist,
als die anti-apoptotische Funktion der NF-xB Aktivierung selbst. Eine starke Infektion und
hohe intrazellulare Belastung durch hoch invasive Serovare wie S. Typhimurium, S.
Entertitidis oder S. Dublin fuhrt damit nicht nur zu einem starken Zellsterben, sondern in
dessen Vorlauf auch zu einer starken Aktivierung von Caspasen, die eine NF-«B inhibi-
torische Wirkung entfalten kdnnen. Somit ergébe sich eine scheinbar niedrige NF-xB
Aktivierung und Expression proinflammatorischer Zytokine bei hoch invasiven Serovaren
gegenuber schwach invasiven sowie beim S. Typhimurium Wildtyp gegentiber der schwach
invasiven Flagellinmutanten, die jedoch allein auf der unterschiedlichen intrazelluléren
Bakterienzellzahl beruht. Der Versuch, diese Zellzahl durch Erhéhung der MOI auszu-
gleichen, flhrte jedoch aufgrund der starken Aktivierbarkeit der HD-11 Zellen durch LPS
(siehe Abbildung 25) zu einer weiteren Erhohung der NF-xB Aktivierung, die jedoch
uberwiegend auf die Erhohung der LPS-Konzentration zurtickzuftihren ist und jede Inhibition
der NF-kB Aktivierung verschleiert. Salmonella AfliCAfljB-Mutanten ohne LPS oder mit
verkilrzten LPS-Ketten konnten diesbeziiglich hilfreich sein und werden zurzeit etabliert.
Nach der oben beschriebenen Hypothese sollte eine Anpassung der MOI an unterschiedliche
Invasionsraten dann zu einer ahnlich hohen NF-kB Aktivierung wie der Wildtyp S.
Typhimurium fuhren.

Ob dies sich so bewahrheitet und ob Nebenwirkungen der LPS-Modifikation wie eine starkere
NF-kB Aktivierung und Avirulenz rauer Isoformen Einfluss nehmen [685, 686], wird in
zukunftigen Experimenten geklart werden. Zu diesem Zeitpunkt steht allein die Hypothese,
dass die Aktivierung der HD-11 Zellen unabhdngig von Flagellin selbst ist, jedoch maR-
geblich von der intrazelluldaren Keimzahl und der Einleitung apoptotischer Prozesse abhéngt.
Ob es sich bei dem hier beobachteten Phanomen um eine HD-11 — Zellinien- oder

Wirtsspezies-spezifische Reaktion handelt und ob es zudem auch in vivo relevant ist, l&sst
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sich nur durch zusétzliche Hihnerzelllinien und dazu passende in vivo Versuche herausfinden.
Untersuchungen der Arbeitsgruppe um B. Kaspers in Miinchen mit primaren Hihner-
makrophagen ergaben zumindest ebenfalls ein friihes Absterben der Zellen bereits bei einer
MOI um 5.

Vorrausgesetzt, Hihnermakrophagen reagierten sensibler auf hohe Bakterienzellzahlen, so
ergabe sich ein Vorteil fur schwach invasive und langsam wachsende Serovare, die fur eine
mdogliche systemische Ausbreitung die Makrophagen fiir einen langeren Zeitraum nutzen
kdnnten. Der hier beobachtete Phénotyp waére also weniger von Flagellin als vielmehr von
anderen bakteriellen Charakteristika wie Invasivitat und Wachstumsgeschwindigkeit
abhéngig, die sich ja bei S. Pullorum und S. Gallinarum als sehr niedrig erwiesen und diesen
Serovaren damit eine systemische Infektion im Huhn erméglichten. So fanden Igbal et al.
eine starkere systemische Ausbreitung einer nicht-motilen fliM-Mutante im Huhn mit einer
deutlich verzogerten IL-1p Induktion. Eine in vitro Behandlung von Chicken Kidney Cells
(CKC) mit Flagellin fuhrte zu einer erhdhten I1L-1p, nicht jedoch IL-6 Expression [687].
Entsprechend der hier gezeigten Ergebnisse reagierten HD-11 Makrophagen auch in dieser
Arbeit nur geringfugig auf monomeres Flagellin. Entscheidend scheint moglicherweise in
diesem Zusammenhang der jeweilige Zelltyp zu sein, so dass aflagellédre Stimme primar bei
Kontakt mit Enterozyten und DCs eine verminderte Proinflammation aufweisen, wie es fur S.
Gallinarum in vitro auch schon gezeigt wurde [688]. Die hier nachgewiesene verminderte
Zytotoxizitit in Hithnermakrophagen ermdglicht ihnen nach dieser ,,leisen Invasion des
Gewebes dann auch eine ungestdrte Migration in systemische Regionen. In &hnlicher Weise
wurde flr S. Typhi gezeigt, dass das Fehlen von spvB, einem Toxin zur Depolymerisation des
Actin-Zytoskeletts der Wirtszelle, zu einer geringeren Zytotoxizitat in Makrophagen flhrt, die
ihm eine systemische Ausbreitung erleichtert [651, 689]. Aufgrund des Mangels avidarer
Zelllinien war es uns leider nicht moglich, die Ergebnisse sowie das Modell mit anderen

Huhnerzelllinien zu Gberpriifen.

V.2.3. Die Reaktion der porcinen Zelllinien

Die humanen Zelllinien reagierten unabhangig vom Zelltyp deutlich auf diverse PAMPs
(siehe Abbildung 26). Zudem diskriminierten die humanen Epithelzelllinien Caco-2 und
LoVo dementsprechend zwischen flagellaren und aflagellaren Stimmen (Serovaren und
Mutanten), so dass Ubertragen auf die Situation in vivo lediglich die flagellaren und hoch
invasiven Serovare und Stamme eine starke Inflammation im Epithelgewebe und die

darauffolgende Diarrhoe hervorrufen wirden.
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Im Gegensatz dazu reagierten sowohl die porcinen Makrophagen 3D4/31 und PLN/C2 als
auch die Epithelzellen IPEC-J2 auf viele wichtige PAMPs wie Flagellin, LPS und M-Tri-
DAP kaum oder gar nicht, obwohl etwa die Expression von TLR4 und TLR5 fur IPEC-J2
Zellen nachgewiesen wurden [524, 525]. Eine ahnliche Beobachtung machten Tallant et al.,
die trotz des Nachweises von TLR5 bei einigen humanen Zelllinien wie HeLa kaum oder
keine Reaktion auf monomeres Flagellin fanden und einen bislang unbekannten Cofaktor
dahinter vermuten [562]. Konsistent mit dieser Beobachtung berichteten auch Skjolaas et al.
von einer mangelnden Resonanz der IPEC-J2 Zellinie auf LPS [522], wohingegen eine andere
Gruppe mit einer deutlich hoheren LPS-Konzentration zwar eine Expressionsanderung der
Zytokine und Chemokine TNFa, IL-8 und MCP-1 beobachtete [523], die jedoch im Vergleich
zu den hier gefundenen Genexpressionsanderungen bei einer Salmonelleninfektion anderer
Wirtsspezies aulRerst gering ausfiel. Das proinflammatorische IL-1p war auch in dieser Arbeit
unbeeinflusst und auch die ileale Zelllinie IPI-21 ergab nur geringfugige Expressions-
anderungen.

Neben der mangelnden Resonanz porciner Zellen auf verschiedene PAMPSs zeigte sich hier,
dass die Invasionsraten insgesamt in porcinen Epithelzellen sehr niedrig waren (siehe
Abbildung 14). Auffallig war in diesem Zusammenhang auf3erdem der fehlende Invasions-
unterschied zwischen motilem S. Typhimurium-Wildtyp und der aflagellaren AfliCAfljB-
Mutante (siehe Abbildung 27). Ublicherweise wird in der Literatur stets eine Reduktion der
Invasionsgeschwindigkeit infolge mangelnder Motilitéat bei aflagellaren Stdimmen gegeniber
beigeilielten Stdmmen berichtet [555, 690]. Dies entspricht auch den hier beobachteten
Unterschieden bei der Infektion humaner und aviarer Zelllinien, schlielt jedoch zuséatzlich zu
den in der Literatur beschriebenen Epithelzellen auch die Makrophagen ein. Aufgrund des
initialen Zentrifugationsschrittes bei jedem Infektionsversuch sollten Unterschiede in der
Motilitat eigentlich nicht durch unterschiedliche Invasionsraten auftreten, es sei denn, die
Flagellen oder das Flagellin wirken neben der beschriebenen Motilitat auch in irgendeiner
Form adhasiv oder auf den Invasionsprozess. Eine Flagellen-vermittelte Adhdsion wirde auch
eine hohere Phagozytoserate bei phagozytierenden Zellen wie Makrophagen erklaren, bei
denen die Invasivitat der Salmonellen durch die Phagozytoseaktivitat der Wirtszelle relativiert
wird. Neben Newell et al., die schon 1985 in ihrer Studie ein vermittelndes Adhasin bei der
Flagellin- aber nicht Motilitats-abhangigen Adhdsion von C. jejuni an humane Epithelzellen
[691] vermuteten, weisen auch andere Studien in verschiedenen bakteriellen Spezies auf eine
adhasive Funktion der Flagellen hin [692-695]. Mdglich wéren etwa eine direkte Interaktion

z.B. mit dem TLR5 oder anderen Oberflachenproteinen auf der Wirtszelle, als auch indirekte
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Interaktionen tber andere bakterielle Adhé&sine. Eine solche Adhé&sions-vermittelnde Funktion
wurde kurzlich etwa bei enterotoxischen E. coli (ETEC) flr das sekretierte Adhasin EtpA
beschrieben, welches lber eine Flagellin-Bindung die Adhasion und Kolonisation des Darms
beglinstigt [696]. EtpA wird Uber ein two-partner secretion (TPS) System sekretiert, welches
u.a. auch in Neisseria fur seine Adhé&sions-vermittende Funktion zu Epithelzellen beschrieben
wurde [697]. Fur Salmonella gibt es bislang jedoch keine Verdffentlichung zu einem TPS
System; allerdings wurden Ahnlichkeiten zwischen dem TPS System und dem Salmonella -
spezifischen Sekretionssystem ZirTS beschrieben [698]. Ein dem EtpA analoges oder
homologes Protein ist in Salmonella bislang jedoch nicht nachgewiesen.

Neben einer Adhdsions-vermittelnden Funktion bestiinde auch die Mdoglichkeit, dass es durch
die Erkennung des Flagellins beispielsweise vom TLR5 ausgehend tber den NF-«B - oder
MAPK - Weg zu einer Aktivierung bestimmter Wirtsfaktoren kommt, oder dass direkt tiber
die Flagellen Effektoren in die Wirtszelle sekretiert werden, die die Invasion fur Salmonella
erleichtern. Fr den letzten Punkt sprechen Arbeiten von Konkel et al., die flr einen engen
Verwandten von Salmonella, Campylobacter, die Sekretion von Campylobacter invasion
antigens (CIA) Uber das flagellare T3SS beschrieben, deren Funktion entscheidend fur die
Invasion von Campylobacter ist [699]. Ahnliches wurde zuvor auch bei Yersinia beobachtet
[700]. Zwar wurde die Sekretion ahnlicher Proteine fur Salmonella bislang noch nicht
veroffentlicht, doch gibt es Anhaltpunkte fiir die Relevanz von Flagellen hinsichtlich der
Funktionalitat Salmonella spezifischer Effektoren. So fanden Huang et al. heraus, dass fir die
Funktion des Effektors SopE2 ein funktionierendes flagellares System existieren bzw.
zumindest die Expression der Flagellingene fliC und fljB funktionieren muss [701]. Dass
Effektoren wie SopE/E2 in Salmonella prinzipiell auch tber das flagellare Sekretionssystem
transloziert werden kénnen, zeigte eine Arbeit von Lee et al. [398]. Demnach entscheidet die
Funktion bestimmter Chaperone Uber die Nutzung des SPI1-T3SS oder flagellaren Sekre-
tionssystems. Da SopE/E2 auch beim Actinrearrangement im Invasionsprozess mitwirken
[400], konnten flagelldre Stimme demnach besser als aflagelldre Stimme SopE/E2
transduzieren, welches wiederum durch ein effektiveres Actinrearrangement fur hohere
Invasionsraten sorgen wirde. Damit ware neben der Motilitéat eine direkte Funktion von
Flagellin im Invasionsprozess nachgewiesen. Die hier gefundenen Ergebnisse deuten auf
einen der oben beschriebenden Mechanismen hin. Uberraschend und bislang ebenfalls nicht
beschrieben ist zudem, dass dieser Mechanismus scheinbar nicht bei porcinen Zellinien
funktioniert. Grinde flr diesen moglicherweise Spezies-spezifischen Unterschied l&gen nach

dem zuvor beschriebenen Modellen auf der fehlenden Komponente auf Seiten der porcinen
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Wirtszelle und trligen in vitro als auch in vivo dazu bei, die Invasion von Salmonella in
porcinen Zellen zu mindern.

Im Gegensatz zu den niedrigen Invasionsraten in porcinen Epithelzellen persistierten die
Salmonellen unabhangig vom Serovar deutlich besser in porcinen Zellen als in allen anderen
betrachteten Zelllinien (siehe Abbildung 14). Damit einhergehend stellten sich die porcinen
Zelllinien als &uBerst robust dar, so dass selbst hohe MOIs von 50 kaum zu einem Absterben
der Zellen fihrte. In vivo hatte ein solches Absterben in Form von Pyroptose oder Nekrose
eine starke Inflammation zu Folge, die zu einer Begrenzung der Infektion fiihren wirde.
Sollte die Robustheit der porcinen Zelllinien auch fur die in vivo Situation charakteristisch
sein, so wurde diese tblicherweise beobachtete Inflammation ausbleiben und selbst den
Breitspektrum-Serovaren ermdglichen, in den Tieren zu persistieren. Die hier beschriebenen
niedrigen Invasionsraten in den Epithelzellen und eine fehlende Resonanz auf verschiedene
sonst stark proinflammatorisch wirkende PAMPs unterstiitzen dieses Modell. Diese Beobach-
tungen korrelieren mit einer aktuellen Veroffentlichung von Rostagno et al., die bei einer S.
Typhimurium-Infektion im schlachtreifen Schwein zwar eine iber mehrere Wochen bis zur
Schlachtung anhaltende Infektion und Aussscheidung der Salmonellen fanden, jedoch keine
klinischen Symptome wahrnahmen [702]. Neben pathologischen Verénderungen ist fiir eine
krankheitsbedingte Verhaltensédnderung die Expression von Zytokinen entscheidend [703].
Waéhrend die Infektion die Expression von TNFa u.a. im Caecum erst nach mehreren Tagen
beeinflusste, fand man keine Wirkung auf die Expression des wichtigen proinflamma-
torischen Zytokins IL-1p [702]. Damit korrelieren die hier gefundenen Ergebnisse mit der
besonders fur den Menschen problematischen Rolle des Schweins als Trager von Salmonella,
dessen klinisch inapparente Infektion oft nicht aufféallt und deren serologischer Nachweis
schwierig ist [704], so dass nach der Schlachtung eine Lebensmittel-bedingte Infektion droht
[90, 705]. So fanden etwa Perron et al. in den MLN von geschlachteten, unauffalligen Tieren
aus kanadischen Schweinestéllen in etwa 6% der Félle Salmonellen [705], die EFSA
beschrieb in ihrem Report von 2010 bis zu 8,2% positive Félle anhand der Lymphknoten
geschlachteter Tiere in den europaischen Mitgliedstaaten [572], wahrend Kishima et al. in
Japan aus Kot von rund 3% der Schweine verschiedenen Alters Salmonellen isolierten [706].
Dass dieser Anteil infizierter Tiere wéhrend der Schlachtung zu einer Kontamination weiterer
geschlachteter Tiere und damit zu einer starken Erhéhung des Risikos fur humane Infektionen
fihren kann, zeigten Bottledoorn et al. [707].

Somit ergaben die Resultate dieser Arbeit Hinweise auf die Ursache der hdufig asympto-

matisch verlaufenden Salmonella-Infektionen beim ausgewachsenen Schwein [90, 92]. Zwar
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gibt es einige Verdffentlichungen, die in vivo inflammatorische Vorgange sowohl bei einer
Infektion mit S. Typhimurium als auch mit S. Choleraesuis nachwiesen [615, 708-711], doch
beziehen diese sich meist auf Jungtiere, deren Immunstatus sich deutlich von dem adulter
Tiere unterscheidet [712, 713] und bei denen eine S. Typhimurium-Infektion auch héufig zu
enteritischen Erkrankungen fihrt [90]. Daruberhinaus wurde auch in vitro von Genexpres-
sionsanderungen proinflammatorischer Zytokine und Chemokine berichtet [523], doch wurde
bislang nie ein Vergleich zwischen porcinen und z.B. humanen Zellen angestellt. In vivo ist
ein solcher Vergleich der Genexpression bestimmter Gewebe sicherlich schwierig und bzgl.
humanen Gewebes unmadglich. Erst die Nutzung von Zelllinien ermdglicht einen entsprechen-
den Ansatz, wie er in dieser Arbeit genutzt wurde. Betrachtet man die Reaktionen der
porcinen Zellen fir sich, so findet man auch hier eine erhdhte NF-xB Aktivierung und erhhte
Zytotoxizitét bei einer Salmonelleninfektion. Erst der Vergleich mit den Zelllinien anderer
Wirtsspezies ermdglicht eine Gewichtung dieser Resultate mit einer abweichenden
Schlussfolgerung.

V.3. Die Rolle von Makrophagen und Epithelzellen beztglich der
Wirtsadaptation von Salmonella

Wahrend einer Infektion des Darms stellt die Epithelzellschicht die erste zellulare Barriere fur
Salmonella dar und kommt dementsprechend sehr friih im Infektionsgeschehen mit ihnen in
Kontakt. Sie bildet die Grenzschicht zwischen einem Antigen-reichen Darmlumen und der
Lamina Propria, die reich an Immunzellen ist. Dementsprechend ibernehmen die Epithel-
zellen wichtige Funktionen in der Regulation der mukosalen Immunreaktion, missen auf der
einen Seite eine unndtige Inflammation aufgrund des stdndigen Kontakts mit Kommensalen
vermeiden, auf der anderen Seite eine lebensnotwendige Inflammation bei Kontakt mit
Pathogenen einleiten. So besitzen sie die F&higkeit, als nicht-professionelle Antigen-
prasentierende Zellen Uber klassische und nicht-klassische MHC Molekile Antigene an
Zellen des adaptiven Immunsystems wie T-Lymphozyten zu prasentieren, bakterielle Muster
uber pathogen-recognition receptors (PRR) wie TLRs und NLRs zu erkennen und daraufhin
Zytokine und Chemokine zu sekretieren, die die Aktivitat anderer Immunzellen beeinflussen
und die Migration dieser Zellen koordinieren [714, 715]. So werden etwa die Zytokine TGF-
a, IL-1, IL-10, IL-15 und IL-18 konstitutiv exprimiert, um eine basal Aktivierung des Immun-
systems zu gewadhrleisten, wohingegen andere Zytokine wie IL-10/B, IL-6, IL-8, TNF-a,
MCP-1, CCL20 und GM-CSF etwa wéhrend einer Infektion induziert werden [219, 714].

Epithelzellen kdnnen jedoch nicht nur Signale aussenden, sondern sind auch in der Lage
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verschiedene Stimuli wie Zytokine ber entsprechende Rezeptoren auf ihrer Oberflache zu
verarbeiten [716] und diese ggfs. zu verstérken, wie es etwa im Fall des Zytokins IL-1 gezeigt
wurde [717]. Als Quelle dieser Signale kommen u.a. Monozyten / Makrophagen in Frage.
Hierbei ist jedoch zwischen ansédssigen Gewebsmakrophagen und einwandernden Blut-
makrophagen / Monozyten zu unterscheiden. Wahrend Gewebsmakrophagen eine wichtige
Rolle in der Hom@ostase spielen, viele kostimulatorischen Molekdle und Rezeptoren fur
Zytokine und Chemokine jedoch nicht exprimieren und damit weder auf Chemokine noch auf
eine Infektion durch Anpassung der Zytokinexpression reagieren [245, 248, 718], besitzen
Blutmakrophagen diese Fahigkeiten und sind fur die Einleitung einer Inflammation essentiell
[243, 247, 719]. Im Gegensatz zu DCs, die ebenfalls als Wirtszellen fiir einen Transport der
Salmonellen in systemische Regionen in Frage kommen, sind eingewanderte Monozyten aus
dem Blut neben Epithelzellen die dominanten Produzenten antimikrobieller Molekiile und
inflammatorischer Mediatoren zur Kontrolle einer Salmonelleninfektion [720]. Damit wird
ihnen eine fihrende Rolle im inflammatorischen Prozess als auch in der Ausweitung der
Infektion zu einer systemischen Erkrankung zugeschrieben, die moglicherweise auch bei der
Adaptation von Salmonella an bestimmte Wirtsspezies von Bedeutung sein kdnnte. So lag der
Fokus dieser Arbeit vor allem auf der genomweiten Genexpressionsanalyse humaner Blut-
makrophagen nach einer Infektion mit verschiedenen Salmonella Serovaren. Als Methode der
Wahl wurde eine Microarray-Analyse auf Grundlage des Systems der Firma Agilent
Technologies durchgefihrt, die sich in der Arbeit unserer Kooperationspartner um B. Kaspers
in Minchen fir primére Blutmakrophagen aus dem Huhn bereits bewéhrte [563], dul3erst
reproduzierbare Ergebnisse liefert und zur Vergleichbarkeit der Ergebnisse aus beiden
Studien dementsprechend unabdingbar war.

Als Folge der Infektion fanden wir vor allem die Regulation von inflammatorischen Vor-
gangen zu denen Gene TLR-abhéngiger Signalkaskaden wie dem MAPK - Weg und dem NF-
kB - Signalweg gehorten, aber auch Gene zahlten, die in apoptotischen VVorgangen eine Rolle
spielen (siehe Tabelle 12). Stark reguliert waren insbesondere auch davon abhangige Zytokin-
und Chemokingene [721]. Auffallig war die deutliche Polarisierung der Immunreaktion hin zu
einer Th1-Antwort mit einer starken Induktion der Genexpression von IL-1a/p, IL-6 und
Mitgliedern der IL-12 Familie (IL-12p40, IL-23, IL-27/30). IL-23 ist ein Heterodimer aus
einer p19-Untereinheit und 1L-12p40, das tiber den JAK-STAT - Signalweg, der ebenfalls als
stark reguliert auffiel, zur Produktion von IFNy durch Th1- und NK-Zellen flhrt, aber auch in
autokriner Weise auf die Makrophagen selbst wirkt [722-724]. IFNy, IL-12p40 und IL-23

sowie die entsprechenden Rezeptoren wurden als essentiell zur Abwehr von Salmonella oder



Diskussion 147

Mycobacteria Infektionen Uberwiegend in der Maus aber auch im Menschen beschrieben
[354, 355, 725]. Ihre Relevanz im Menschen beweisen auch Arbeiten zu genetischen
Defekten im IL-12/1L-23 — Signalweg, die mit einer deutlich héheren Suszeptibilitat
gegenuiber Salmonella und Mycobacteria Infektionen und schweren Krankheitsverlaufen
einhergehen [726]. Somit wird Uber die Th1-Antwort eher eine zellulére als eine humorale
Immunreaktion eingeleitet, fur die Th2-assoziierte Zytokine notwendig wéren. Zusatzlich zu
diesen proinflammatorischen Zytokinen wurden auch hdmatopoetische Wachstumsfaktoren
wie GM-CSF und M-CSF (CSF2 bzw. CSF3) stark hochreguliert, die u.a. fur die Differen-
zierung und Reifung von Monozyten zu DCs und Makrophagen notwendig sind. So fanden
Coon et al. in GM-CSF - Knockout Méausen eine deutlich verzdgerte Inflammation und
Gewebszerstorung sowie verlangerte Persistenz der infizierenden Salmonellen im Gewebe, so
dass zumindest fir GM-CSF eine bedeutende Rolle in der Salmonellenabwehr beschrieben
wurde [570].

Als dritte wichtige Gruppe wurden auch Chemokine stark hochreguliert, allen voran die CC-
Chemokine CCL1, CCL5/RANTES, CCL20/MIP-30. und die CXC-Chemokine CXCL10/IP-
10 und CXCL11/I-TAC, wahrend CXCLS8/IL-8 nur maRig induziert wurde. Wahrend CC-
Chemokine, wie die zuvor als hochreguliert beschriebenen, vorwiegend eine Rolle in der
Anziehung von Lymphozyten, Monozyten und DCs spielen [727-731], gelten CXC-
Chemokine wie IL-8 eher als Chemoattraktant fiir Neutrophile [732]. Eine Ausnahme bilden
die zuvor als besonders stark hochregulierten Chemokine CXCL10 und CXCL11, welche
ahnlich der CC-Chemokine anstelle von Neutrophilen eher T-Lymphozyten und Monozyten
anziehen [733-735]. Somit fanden wir vor allem Lymphozyten- als auch Monozyten-, aber
auch Neutrophile - anziehende Chemokine als stark hochreguliert, wie es zuvor auch schon
bei in vivo Versuchen mit Salmonella beschrieben wurde [736-738]. Auffallig war vor allem
die starke Induktion von CCL20, dessen Bedeutung zuvor bereits in der systemischen Aus-
breitung von Salmonella in Mausen erkannt wurde [739]. So fuhrten anti-CCL20 Antikdrper
zu einer verstarkten Besiedlung der Milz und einer Verschiebung des T-Zell-Profils in
Richtung einer Th2-Aktivierung. Eine ahnliche Funktion wurde zuvor auch fir die CCL20 -
Expression durch Epithelzellen im humanen Xenograft-Modell nachgewiesen [740].

Auch Gene der TNF-Superfamilie fiir TNFo, CD137L und TRAIL zeigten sich hochreguliert.
So ist die protektive Rolle von TNFa sowohl in vitro als auch in vivo bereits gut beschrieben
[352]. CD137L (4-1BBL) dient der Aktivierung und Proliferation von T- und B-Lymphozyten
[741]. Uber seine Funktion bei einer Salmonelleninfektion ist bislang noch nichts bekannt.

Interessant ist vor allem TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), da, wie der Name
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bereits andeutet, seine Funktion ahnlich der anderer TNF-Familienmitglieder in der
extrinsischen Apoptose - Induktion liegt [742] und klare Expressionsunterschiede zwischen
den Serovaren zu beobachten waren (siehe Tabelle 13). So fiihrten die hoch invasiven und
schnell wachsenden Serovare S. Typhimurium und S. Dublin zu sehr groRen Expressions-
anderungen, wohingegen S. Choleraesuis und S. Gallinarum niedrigere Anderungen bewirkten
(siehe Tabelle 13). Damit einher geht auch die bereits aus den Zytotoxizitatsversuchen
bekannten starkeren zytotoxischen Effekte bei S. Typhimurium und S. Dublin Infektionen
gegenuber S. Gallinarum Infektionen.

Somit bestétigten die hier gefundenen Ergebnisse zum einen das Modell, dass aus dem Blut
rekrutierte Monozyten / Makrophagen die Quelle vieler fiir die Salmonellenabwehr wichtiger
Zytokine und Chemokine sein kénnten. So fanden wir insbesondere die Induktion von
Lymphozyten-, Monozyten- und Neutrophilen-anziehende Chemokine und Zytokine, die eine
proinflammatorische Th1-dominierende Immunantwort einleiten wirden. Daneben wurden
aber auch Signalwege apoptotischer VVorgénge beeintrachtigt, und insbesondere in diesem
Punkt fanden wir Unterschiede zwischen den Serovaren. Die Untersuchung unterschiedlich
exprimierter Gene zwischen S. Typhimurium und S. Gallinarum infizierter Makrophagen
fuhrte dementsprechend auch nicht zu Genen der Inflammation, so dass beispielsweise
Zytokine und Chemokine in beiden Gruppen &hnlich hochreguliert wurden, sondern vor allem
zu Zelltod - assoziierten Genen und Metabolismus - assoziierten Genen, die vermutlich
infolge einer unterschiedlich starken Belastung des Wirtszellmetabolismus durch eine
unterschiedlich hohe intrazelluldre Bakterienzahl unterschiedlich stark reguliert wurden.

Die fir eine Inflammation wichtigen Gene waren demnach in mit verschiedenen Serovaren
infizierten Makrophagen sehr ahnlich und spiegeln somit nicht die unterschiedliche Wirts-
spezifitat der Salmonella Serovare wieder.

Dariberhinaus sollte untersucht werden, ob sich eine wirtsspezifische Genexpression
inflammatorisch wichtiger Gene im Vergleich der Infektion humaner Makrophagen mit S.
Typhimurium oder S. Enteritidis und Hihnermakrophagen, die durch unsere Kooperations-
partner um B. Kapsers mit S. Enteritidis infiziert wurden, beobachten lasst. So flhrt S.
Enteritidis im Menschen h&ufig zu einer Gastroenteritis wohingegen es im adulten Huhn oft
asymptomatisch persistiert und ausgehend von diesen Trégertieren eine groRe Gefahr fur den
gesamten Bestand eines Stalls sowie die Lebensmittelproduktion ausgeht [743-746]. Flr uns
war von Interesse, ob sich ein @hnlicher Unterschied in der Reaktion der Makrophagen auf
eine Infektion mit S. Enteritidis abzeichnete. Diesbeztiglich sei angemerkt, dass die

verwendeten S. Enteritidis - Stdmme aus einem Salmonellose-Ausbruch in Fulda 2007
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stammen [747], wobei fur die Hihnermakrophagen - Infektion das Hihner - Isolat und fir die
humanen Makrophagen - Infektion das entsprechende Isolat aus dem Menschen verwendet
wurden. Die Durchfiihrung der Versuche erfolgte in moglichst &hnlicher Weise, so dass
dieselben MOls, derselbe Zeitpunkt der Probennahme, dieselben Protokolle zur RNA-
Extraktion und zu weiterfihrenden Methoden bis zur Nutzung des Agilent Microarray

Systems angewandt wurden. Ein Vergleich der erhaltenen Genexpressionsunterschiede in

humanen und avidren Makrophagen ist in Tabelle 14 zu sehen.

Rezeptoren FC (ST) FC (SE) FC (SE)
TLR2 14 11 -2,3
TLR4 11 -1,2 -3,7
TLR5 -6,1 -9,3 -2,1
TLR9 1,2 1,6

CD14 -1,2 -11 -1,6
CD40 1,7 2,2 17,7
CD80 6,7 3,3 7,5
CD86 2,1 1,2 15
CD274 6,4 5,7 1.4

TLR /NOD Signalling

NFkB1 3,0 3,0 4,1
NFkB2 3,0 4,5 6,7
RelA 1,7 2,2 2,2
RelB 1,7 1,3 1,3
c-Rel 3,2 2,2

JUN -1,4 -2,0 -1,4
FOS -3,5 -4,7 -1,5

Interleukine

IL-1B 11,8 13,3 14,8
IL-6 70,4 59,4 28,0
IL-10 3,1 4,0 9,5
IL-12p35 2,4 2,3 1,7
IL-12p40 26,2 20,6 146,8
IL-15 3,2 3,3 -2,0
IL-22 11,0 8,8 2,5
IL-23* 77,2 80,5

IL-27/IL-30* 50,4 65,1




CC Chemokine

[EEN
a1
g O

CXC Chemokine

CCL1 12,3 12,6 65,6
CCL4 53 6,3 68,9
CCL5, RANTES 9,4 11,8 10,4
CCL19, MIP-3b 3,1 4,4 14

CCL20, MIP-3a 85,7 70,5 343,0

CXCL1, GROa 8,5 6,8

CXCL2, GROB 7,2 5,2

CXCL3, GROy 10,7 4,6

CXCLS, IL-8 6,7 6,1 6,5
CXCL10, IP-10* 10,6 14,2

CXCL11, IP-9* 9,4 9,4

Adrenomedullin 6,2 5,3 27,4
BMP2A 13,1 10,8 1,9
CSF2 14,6 19,8 2,9
CSF3 99,5 100,0

Diskussion

Tabelle 14: Genexpressionsanderungen (FC) ausgewahlter immunrelevanter Faktoren in mit S.
Typhimurium (ST) und S. Enteritidis (SE) infizierten Primarmakrophagen aus humanem Blut (Spalte 1
& 2) und HUhnerblut (Spalte 3). Dargestellt ist jeweils die Expressionsédnderung zu uninfizierten Zellen. *
bislang nicht im Hihnergenom nachgewiesen. Hiihner Genexpressionsdaten sind mit Erlaubnis aufgefiihrt [563].

Leider waren nicht fir alle humanen Gene auch entsprechende Vertreter auf der aviaren Seite
zu finden bzw. wurden nicht auf die Huhner - spezifischen Microarrays gespottet. Kaiser et
al. verdffentlichten 2005 eine Analyse des Hiihnergenoms hinsichtlich orthologer Gene, die
Sequenzhomologien und Syntenien zu immunologisch relevanten Sdugergenen aufwiesen
[748]. Dabei fanden sie heraus, dass einige Gene etwa aufgrund der unterschiedlichen
Architektur des Immunsystems im Huhn und in S&ugern im Hihnergenom fehlen. Dass diese
Ergebnisse jedoch nicht endgultig waren, zeigten aktuelle Fortschritte zu bislang als im
Hihnergenom fehlend beschriebenen Genen wie dem humanen CSF3 (M-CSF) Ortholog
[749], die jedoch bei der Herstellung der hier verwendeten avidren Microarrays nicht mehr
beriicksichtigt werden konnten. Nichtsdestotrotz erhalt man schon anhand der hier
analysierten und dargestellten Gene einen Uberblick zur Expression wichtiger immun-
relevanter Faktoren. Da die Daten in unterschiedlichen Laboratorien erhoben wurden und
insbesondere bei der Auswertung der Signalintensitéten etwa bei der Normalisierung und der
Berechnung der Genexpressionséanderungen (fold changes; FC) unterschiedliche Methoden
und Algorithmen unvermeidbar waren, ist ein Vergleich der humanen und aviéren Ergebnisse

nur bedingt maglich. So lassen sich etwa die Genexpressionsanderungen flr ein Gen nur unter
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Berucksichtigung der tbrigen Werte miteinander vergleichen. Beispielsweise fallt mit einer
286-fachen Genexpressionsanderung das Chemokin CCL20 bei den Huhnerversuchen auf.
Zwar ist der Wert deutlich hoher als der fur die humanen Makrophagen (86- bzw. 71-fach);
im Vergleich zu den tbrigen Werten markiert er jedoch in beiden Féllen die gréite
Genexpressionsanderung der hier dargestellten Gene und wird daher als &hnlich hochreguliert
betrachtet.

Die Analyse der avidren Daten ergibt sehr dhnlich der zuvor fiir die humanen Makrophagen
beschriebenen Ergebnisse eine starke Hochregulation vor allem der proinflammatorischen
Zytokine IL-1p, IL-6 und I1L-12p40. Im Gegensatz zum Menschen, wo das Zytokin IL-6 etwa
sechsmal starker hochreguliert wird als IL-1p, kommt es im Huhn nur zu einer doppelt so
starken Hochregulation. Wahrend die genetische Struktur von IL-1B zwischen Mammaliern
und Hihnern fast identisch ist, besitzt das aviare IL-6 ein Intron weniger, so dass zwei Exons
zu einem fusionierten [750]. Zudem fehlen einige regulatorische Elemente, so dass sich die
Regulation von IL-6 zwischen Mensch und Huhn durchaus unterscheiden und wéhrend einer
Salmonelleninfektion zu einer unterschiedlich hohen Genexpression fiihren kann, wie es in
diesem Fall fir Makrophagen gezeigt wurde. Nichtsdestotrotz bleibt in beiden Fallen eine
deutlich Thl-lastige Proinflammation, die durch die Hochregulation der Chemokine CCL1,
CCL4 (K203 im Huhn), CCL5 und CCL20 primér zur Einwanderung von Monozyten und
Lymphozyten unterstiitzt wird [751-753]. Das fiir die Anziehung von Neutrophilen (beim
Menschen) bzw. Heterophilen (beim Huhn) wichtige IL-8 (strukturell analog zu CXCLIi1/K60
im Huhn [754]) wird in beiden Fallen nur moderat hochreguliert. Betrachtet man die fur diese
Inflammation wichtigen Signalwege, so findet man eine leichte Herunterregulation von Fos
und Jun, wohingegen die NF-kB — assoziierten Gene fir NF-kB1 (p50 bzw. p105) und NF-
kB2 (p52 bzw. p100) in beiden Spezies hochreguliert wurden. Damit dhnelt die Antwort stark
den Ergebnissen, die Ciraci et al. fur die einfache Behandlung von aviaren HD-11 Makro-
phagen mit Salmonella LPS fanden [755]. Im Gegensatz zu den hier prasentierten Daten,
fanden Ciraci et al. allerdings eine leichte Hochregulation von Komponenten des AP-1
Signalweges. Moglicherweise wird insbesondere dieser Signalweg durch andere bakterielle
Faktoren negativ beeinflusst, die bei der Betrachtung von LPS allein nicht zur Geltung
kommen.

Die Untersuchung einiger Oberflachenproteine und wichtiger Rezeptoren ergab, dass TLRs
tendentiell in beiden Spezies eher herabreguliert werden, wohingegen der fir die Aktivierung
von T-Zellen wichtige Cofaktor CD80 hochreguliert wird. Unterschiede sind dagegen bzgl.
der Oberflachenrezeptoren CD40 und CD274 zu erkennen. Wéhrend CD40, das der
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Aktivierung der Makrophagen durch T-Zellen dient, in Hihnermakrophagen hochreguliert
wird, beobachteten wir keine deutliche Expressionsanderungen in humanen Zellen. Eine
ahnliche Funktion wurde jedoch fiir beide Spezies beschrieben [756]. Bzgl. CD274 (PD-L1)
fanden wir eine starke Hochregulation in humanen Makrophagen, wie sie bereits fur aktivierte
Makrophagen in der Maus beschrieben wurde [566]. In Hihnermakrophagen kam es dagegen
zu keiner Expressionsanderung; die Rolle von CD274 im Huhn ist jedoch bislang kaum
untersucht und eine ahnliche Funktion wie im Menschen entsprechend ungewiss. Neben
diesen beiden Rezeptoren deuteten sich noch Spezies-spezifische Unterschiede in zwei
Wachstumsfaktoren an: GM-CSF (CSF2) und BMP-2. Uber die Bedeutung von GM-CSF in
der Differenzierung von Monozyten wurde bereits zuvor geschrieben (siehe S.147). Eine
ahnliche Funktion im Huhn liegt nahe, wurde aber bislang nicht veréffentlicht. BMP-2 ist ein
Wachstumsfaktor der TGF-f - Superfamilie, der primér auf die Osteogenese wirkt [757].
Dartiberhinaus wurde aber auch bei BMP-2 Behandlung von Ratten eine starke inflamma-
torische Infiltration beobachtet [758] und eine Rolle in der Anziehung von Lymphozyten,
Monozyten und Makrophagen beschrieben [759]. Welche Funktion BMP-2 bei Infektions-
vorgangen spielt, ist jedoch bislang unklar.

Zusammenfassend konnte in diesem vergleichenden Ansatz gezeigt werden, dass sowohl
Makrophagen des Huhns als auch des Menschen in sehr &hnlicher Weise auf eine Infektion
mit S. Enteritidis mit der Expression proinflammatorischer Zytokine und Chemokine zur
Anziehung von Monozyten, Lymphozyten und Neutrophilen / Heterophilen reagierten. Zu
beobachten waren lediglich geringfuigige Unterschiede in der Expression einzelner Gene fr
Oberflachenrezeptoren und Wachstumsfaktoren, deren Relevanz im Infektionsprozess vor
allem im Huhn bislang unklar und deren Einfluss auf inflammatorische Vorgange im Gegen-
satz zu den zuvor beschriebenen recht konservierten Mechanismen vermutlich &ul3erst
begrenzt einzuschatzen ist. Deutliche Unterschiede in der Genexpression, die der unterschied-
lichen Pathogenese von S. Enteritidis im Huhn und im Menschen entsprechen, konnten auf
der Ebene der Makrophagen nicht gefunden werden.

Vergleicht man diese Ergebnisse mit friiheren Untersuchungen zur Genexpression von S.
Choleraesuis und S. Typhimurium infizierten Schweinen, so wurde ebenfalls in beiden
Gruppen eine starke Aktivierung proinflammatorischer Zytokine und Wachstumsfaktoren wie
GM-CSF gefunden, die zeitliche Abfolge unterschied sich jedoch deutlich zwischen den
beiden Gruppen, so dass es bei S. Typhimurium zu einer schnellen Aktivierung proinflam-
matorischer Zytokine kam, bei S. Choleraesuis infizierten Tieren zu einer verzégerten [760].

Entsprechend dieser zeitlichen Unterschiede sind evtl. auch unterschiedliche Zellpopulationen
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an der Immunreaktion beteiligt. So spricht einiges dafur, dass dieser Unterschied nicht von
Makrophagen ausgeht, die als Gewebsmakrophagen bewiesenermalen kaum zur Inflam-
mation beitragen und als Blutmonozyten / Makrophagen erst auf einen bereits vorhandenen
Stimulus hin ins Gewebe migrieren. Die hier gezeigten Versuche bewiesen, dass Makro-
phagen aus dem Blut sogar unabhangig ihrer Herkunft aus dem Huhn oder dem Menschen in
sehr ahnlicher Weise auf eine Infektion reagierten und bzgl. ihrer Zytokinexpression auch
kaum zwischen den Serovaren unterschieden.

Viel eher kénnten die intestinalen Epithelzellen eine entscheidende Rolle spielen, da ihre
Variabilitét bereits in der Unterscheidung zwischen kommensalen und pathogenen Erregern
nachgewiesen wurde [761] und eine ausbleibende friihe Inflammation etwa im Falle einer S.
Choleraesuis - Infektion im Schwein zu allererst durch eine entsprechende Reaktion der
Epithelzellen gewahrleistet werden muss. Eine fehlende Reaktion anderer Zelltypen wie
Makrophagen, Neutrophilen und Lympozyten, wére dann nur eine Folge davon.

Dass Epithelzellen deutlich variabler reagieren kénnen und sich ihre Reaktion wirtsspezies-
spezifisch unterscheiden kann, zeigten die hier aufgefiihrten Untersuchungen.

Betrachtet man die Versuche zur NF-xB Aktivierung, so fallt auf, dass S. Gallinarum und S.
Pullorum in humanen LoVo Epithelzellen nur zu einer duRerst geringfligigen Aktivierung
fihren, wahrend diese zumindest bei S. Gallinarum in den Makrophagenzellen THP-1 und
3D4/31 als auch den porcinen Epithelzellen IPEC-J2 im Bereich der tbrigen wirtsadaptierten
Serovare liegt (vgl. 1V.5.2). Die extrem geringe Wachstumsrate von S. Pullorum tberdeckt
vermutlich eine entsprechende Beobachtung wie bei S. Gallinarum. Damit scheint Flagellin
als PAMP flr Makrophagen und porcine Epithelzellen eine untergeordnete Rolle zu spielen.
Beachtet man in diesem Zusammenhang die Ergebnisse der Stimulation mit verschiedenen
PAMPs und der Infektion mit Flagellindeletionsmutanten, bewahrheitet sich diese Ver-
mutung. So waren alle hier verwendeten humanen Zelllinien in der Lage, Flagellin zu
erkennen und mit einer entsprechenden NF-xB Aktivierung darauf zu reagieren (siehe
Abbildung 26). Jedoch ergab dieser Faktor ausschlieRlich in den Epithelzelllinien LoVo und
Caco-2 einen deutlich unterscheidbaren Phénotyp, so dass eine Deletion der Flagellingene zu
einer deutlich verminderten NF-xB Aktivierung und Zytokinexpression fiihrte, die auch durch
Anpassung der MOI an die verminderte Invasivitat nicht wie etwa bei den humanen
Makrophagen THP-1 auszugleichen war. Flagellin ist also fiir humane, nicht aber porcine
Epithelzellen ein entscheidender Faktor bei der Aktivierung von NF-kB. Fur Makrophagen
spielt dieser Faktor unabhangig ihrer prinzipiellen Aktivierbarkeit (sieche THP-1: Abbildung

26) jenseits von Invasionsunterschieden ebenfalls keine Rolle.
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Diese Spezies-spezifischen Unterschiede in der Erkennung von Flagellin und der Umsetzung
in inflammatorische Signale werden durchaus von einigen Verdffentlichungen gestutzt. So
fanden Keestra et al., dass nach Klonierung von TLR5 aus der Maus, dem Menschen und dem
Huhn in HeLa-Zellen diese unterschiedlich auf Flagellin von S. Enteritidis reagierten, und
zeigten damit erstmalig Spezies-spezifische Unterschiede in der Flagellin - Erkennung bzw.
Verarbeitung zu zellularen Signalen [762]. Das diese Spezies-spezifische Reaktion auf
Flagellin in vivo relevant ist, wiesen Winter et al. ein Jahr spéter nach, indem sie zeigten, dass
die Flagellin - Erkennung in Rindern, nicht jedoch in Mausen zur Inflammation und Diarrhoe
bei einer S. Typhimurium Infektion beitrug [737]. Dass es trotz der hohen Konservierung von
TLRs Spezies-spezifisch zu Unterschieden in der Erkennung sowie in der resultierenden
Immunantwort kommen kann, l&sst schon die Ausstattung der einzelnen animalen Spezies mit
TLRs vermuten. So sind insgesamt 13 TLRs in Mammaliern beschrieben, von denen z.B. der
Mensch zehn besitzt [763]. Im Gegensatz zum Menschen besitzen Mé&use kein TLR10, dafir
die TLRs 11, 12 und 13. Huhner wiederum exprimieren keine TLRs 8 und 9 [764], daftr
TLRs 15 und 21 [763]. In Knochenfischen sind bislang 17 verschiedene TLRs bekannt [765].
Doch auch jenseits dieser Unterschiede in der Ausstattung mit bestimmten TLR-Genen gibt es
Sequenzunterschiede gleicher TLRs verschiedener Spezies. So besitzen Rinder wie der
Mensch die TLRs 1-10 [766], die Sequenzhomologie liegt im Mittel jedoch nur bei 65 — 77%
[767]. Eine &hnliche Homologie wurde auch fur die TLRs von Mensch und Schwein gefunden
[767]. Wahrend die intrazellularen Domanen dabei hoch konserviert vorliegen, gibt es auf der
extrazellul&ren Seite grol3e Spezies-spezifische Divergenzen [298], die beispielsweise dazu
flihren, dass bestimmte Lipid A - Analoga durch murines nicht jedoch humanes TLR4 erkannt
werden [768]. Daruiberhinaus erkannte TLR4 aus Pferd und Hamster, nicht jedoch aus dem
Menschen oder der Maus LPS von R. sphaeroides [769]. Doch auch die Signalwege abwarts
der TLR-Erkennung unterscheiden sich zwischen den Spezies. So fanden etwa Keestra et al.
fur die TLR4-abhéngige LPS - Erkennung, dass diese in Hiihnern nicht zur MyD88-
unabhingigen Induktion von IFN fiihrte und schlussfolgerten daraus, dass der TRAM-TRIF
— Signalweg in Hihnern fehlt [770]. In Schweinen wurde zudem eine Aktivierung verschie-
dener Signalwege durch TLR1 und 6 bzw. TLR10 vermutet, die bei Mensch und Maus eher
einheitlich Gber MyD88 erfolgt [771]. Wie variabel insbesondere die LRR-Region auch
innerhalb einer Spezies sein kann, zeigten Analysen von single nucleotide polymorphisms
(SNP) in NOD-Genen der Maus und des Schweins [772-774]. Diese erhohen vermutlich die
Variabilitat der Erkennung von PAMPs und kdnnten damit fir die unterschiedliche Resistenz

und Suszeptibilitat verschiedener Schweine- und Hihnerrassen Infektionen gegentber mit
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verantwortlich sein [775, 776]. So wurde fur porcines NOD2 eine mit bestimmten SNPs
variierende Funktion in der Erkennung von MDP nachgewiesen [776]. Fir Hihner wurde
beispielsweise gezeigt, dass die Resistenz gegeniiber latenten Salmonella Infektionen von der
Immunaktivierung abhangt, deren Auspragung mit bestimmten Inzuchtlinien korreliert [777].
Im Mensch sind inshesondere die negativen Folgen von SNPs, etwa die Korrelation von SNPs
in NOD-Genen und der Krankheit Morbus Crohn, bekannt [778].

Dass nicht nur die extrazellulére sondern auch die intrazellulare Erkennung von PAMPs
Spezies-spezifisch unterschiedlich ausfallt, zeigten die hier dargestellten VVersuche mit Muro-
peptiden, deren Bedeutung flr bakterielle Infektionen in Flora und Fauna beschrieben ist
[779]. Die prinzipielle Eignung der Untersuchung der NF-kB Aktivierung zur Analyse der
Funktion intrazelluldarer NLRs bewiesen friihere Arbeiten von Inohara et al. und Ogura et al.
zur NF-xB Aktivierung durch NOD1- und NOD2-Bindung von Muropeptiden [780, 781].
Betrachtet man die Reaktion auf diese NOD1- und NOD2-abhéngigen Stimulantien und die
AampGAmppA-Doppelmutante, so korrelieren diese mit den zuvor beschriebenen Ergebnissen
bzgl. des Flagellins. Auch hier reagierten wiederum einzig die humanen intestinalen Epithel-
zellen LoVo und Caco-2 durch eine hohere NF-kB Aktivierung und Zytokinexpression auf
eine extrazelluldare Akkumulation von Muropeptiden bei der AampGAmppA-Doppelmutante
gegentiber dem Wildtyp (siehe Abbildung 28). Eine &hnliche Reaktion der humanen Epithel-
zellen Hela und HEK293 wiesen Nigro et al. in einem vergleichbaren Ansatz mit S. flexneri
nach [274]. Dass jedoch prinzipiell alle hier betrachteten Zelllinien extrazelluldre und erst
recht intrazelluldre Muropeptide beispielsweise durch NOD-Rezeptoren erkennen, bewiesen
entsprechende Versuche mit iE-DAP und M-Tri-DAP (siehe 1V.5.1). Uber die Wege, die
extrazellular applizierte Muropeptide unabhangig von einer Infektion zu den intrazellularen
Rezeptoren nehmen, wird seit einiger Zeit spekuliert. So wurde zum einen die Relevanz
zweier Transmembranproteine, PepT1 und PepT2, fir die Translokation von iE-DAP und
MDP in Epithelzellen beschrieben, die bislang vor allem durch ihre Rolle bei der Nahrstoff-
aufnahme bekannt waren [271, 272, 782]. Aber auch der endozytische Weg uber Clathrin-
ummantelte Vesikel kann pH-abhéngig dem Import von Muropeptiden dienen [273]. Fur den
Weg vom friihen Endosomen ins Zytosol sind dartberhinaus wieder Transporter wie das
nachgewiesene SLC15A4 notwendig [273]. Somit gelangen extrazellulare NOD-Liganden
intrazelluldr an die entsprechenden Rezeptoren und kénnen zu der beschriebenen Aktivierung
fuhren. Welche Rolle sie jedoch bei der Infektion mit invasiven Erregern spielen, ist bislang
unklar. Unabhéngig davon scheinen im Rahmen einer Infektion, wie zuvor fur Flagellin

beschrieben, auch Muropeptide ausschlielich bei humanen Epithelzelllinien eine Wirkung zu
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entfalten, auch wenn die Relevanz nicht ganz so grof3 wie beim Flagellin ausféallt.
Diskrepanzen in der Erkennung bestimmter Liganden als synthetischer Zusatz und ihrer Rolle
wahrend einer Infektion lassen sich durch das komplexe Netzwerk unterschiedlicher Signale,
die bei einer Infektion ausgeldst werden, erklaren. So wirken bei einer Infektion von
Salmonella nicht nur Muropeptide sondern auch andere PAMPs wie Flagellin, Nukleinsduren
und LPS sowie eine Reihe verschiedener Effektoren auf zellulare Signalwege, die zur
Aktivierung aber auch Inhibition von NF-«xB fiihren. Beispielsweise nutzen sowohl TLRs als
auch NLRs die Kinase RICK zur Aktivierung des NF-kB Signalwegs [783], so dass es zu
einer Verschaltung der Signale kommen muss. Beispiele zur Wechwelwirkung von TLR- und
NLR-Signalwegen gibt es viele. Z.B. zeigten Pauleau et al., dass NOD2-defiziente Mause
nicht mehr auf LPS reagierten [784]. Zudem fanden Netea et al., dass die Funktion von
NOD?2 zu einer Steigerung der TLR2-Funktion fiihrt und zudem modulierend auf die TLRs 3
und 4, nicht jedoch 5, 7 und 9 wirkt [785]. Synergistische Effekte zwischen TLR- und NOD-
Signalling fanden auch Uehara et al. in humanen THP-1 Makrophagen [509] und Tada et al.
in humanen DCs [786]. Neben TLR - NLR Interaktionen dirften auch NLRs andere NLRs
uber heterologe Interaktionen ihrer CARD-Domaénen beeinflussen [787]. So fanden Damiano
et al., dass Ipaf (CARD12), welches fur die intrazellulére Flagellin-Erkennung notwendig ist,
die NF-xB aktivierende Funktion der NOD-Rezeptoren inhibieren kann [788]. Eine dhnliche
NF-kB inhibierende Wirkung wurde auch fiir CARD6 beschrieben, indem es vermutlich mit
NOD1 und anderen NF-«B aktivierenden Adaptorproteinen um die Bindung von RICK
konkurriert [789]. Dass diese Konkurrenz um RICK nicht die Wirkung zahlreicher TLRs
negativ beeinflusst, zeigten die zuvor beschriebenen Veroffentlichungen zu TLR - NLR -
Wechselwirkungen. Warum jedoch in einigen Féllen die Interaktion inhibierend und in
anderen Fallen synergistisch wirkt, ist bislang unklar, kénnte jedoch von der Expression und
damit der Verfugbarkeit zentraler Molekiile wie RICK abhéngen, die selbst NF-kB - oder
MAPK-abh&ngig exprimiert werden. So fanden Chen et al. eine vielseitige, von RICK
abhangige Funktion von NOD2. Demnach fiihrt NOD2 in Anwesenheit von RICK zu einer
Aktivierung von TAK1 und damit zu einer Aktivierung von NF-kB, wihrend in Abwesenheit
von RICK es eine inhibitorische Wirkung auf TAK1 und damit auch NF-xB entfaltet [790].
Somit entscheidet letztlich die Verfligbarkeit bestimmter zentraler Kinasen tber die
modulierende Wirkung von NLRs und CARD-Proteinen. In jedem Fall wird hier jedoch die
Komplexitat des Systems zur Erkennung mikrobieller Strukturen deutlich und klar, warum die
Reaktion auf ein bestimmtes synthetisches PAMP allein sich u.U. von der Reaktion infizierter

Zellen unterscheidet.
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Uber Spezies- sowie Zelltyp-spezifische Unterschiede in der Erkennung von Muropeptiden ist
bislang ebenfalls wenig bekannt. So zeigten Magalhaes et al., dass humanes NOD1
Tripeptide, murines NOD1 dagegen Tetrapeptide effizient bindet mit entsprechenden
Konsequenzen etwa bei der Erkennung des Trachea Cytotoxins (TCT) von B. pertussis [791].
Dass zudem die Expression der Rezeptoren und damit die Erkennung der Liganden jedoch
Spezies-, Organ- und Zelltyp-spezifisch sehr unterschiedlich sein kann, zeigten Lech et al. in
humanem und murinem Blut und Gewebe [792]. Damit ist die unterschiedliche Erkennung
von PAMPs und Weiterleitung der Signale jenseits der Abhangigkeit der dafur notwendigen
Gene in verschiedenen Wirtsspezies und Zelltypen durchaus moglich und z.T. nachgewiesen.
Fur eine bedeutende Rolle insbesondere nicht-hdmatopoetischer Zellen gegentiber etwa DCs
spricht auch eine Arbeit von Fritz et al. zur NOD-abhangigen Aktivierung des adaptiven
Immunsystems in Mdusen [793].

Abschliellend konnte also gezeigt werden, dass einzig die humanen Epithelzelllinien LoVo
und Caco-2 sensibel auf PAMPs wie Flagellin oder Muropeptide wahrend einer Infektion
reagierten und sich dieser Phanotyp deutlich von der Reaktion der porcinen Epithelzelllinie
IPEC-J2 unterschied, die unabhéngig von diesen PAMPs auf eine Infektion reagierte. Die
verwendeten Makrophagen ermdglichten keine entsprechende Unterscheidung wéhrend einer
Infektion, obwohl sie unterschiedlich auf die einzelnen Faktoren als solches reagierten. Dazu
passt die generell sehr ahnliche Expressionsanderung immunregulatorisch wichtiger Gene
humaner und aviarer priméarer Makrophagen, die zudem im Menschen weitgehend unab-
hangig vom infizierenden Serovar war. Damit kdnnten Serovar- und Wirtsspezies-spezifische
Unterschiede sich moglicherweise eher anhand der Reaktion der Epithelzellen als anhand der
Makrophagen manifestieren und bemerkbar machen, was diesen Zelltyp in den Fokus

maoglicher zukinftiger Untersuchungen zur Wirtsadaptation stellt.

V.4. Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Salmonella Serovare entsprechend
ihrer Wachstums- und Invasionscharakteristika maRgeblich das Uberleben der Wirtszelle und
die aus der Infektion resultierende Immunantwort beeinflussen, was mit der jeweiligen
Pathogenese in vivo, weniger jedoch mit der Wirtsspezifitat korrelierte. Die gefundenen Daten
legten nahe, diesbeziglich zwischen den Funktionen von Makrophagen und Epithelzellen zu
unterscheiden. So reagierten die untersuchten Makrophagen bzgl. ihrer Aktivierung und
Expression immunregulatorischer Gene unabhéngig ihrer Spezieszugehorigkeit sehr analog

auf ihre Infektion. Einzig die Tendenz, auf eine Infektion mit Apoptose, Nekrose oder
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Pyroptose zu reagieren, unterschied sich deutlich zwischen den Zelllinien. So deutete sich die
Notwendigkeit eines extrem langsamen Wachstums und einer geringen Invasivitat der
Geflligel-beschrankten Serovare S. Gallinarum und S. Pullorum fir die Persistenz in sehr
sensibel auf die intrazelluldre bakterielle Belastung reagierenden Hiihnermakrophagen HD-11
an. Um zu kléren, ob die niedrige NF-xB Aktivierung in HD-11 Zellen durch hoch invasive
Serovare tatséchlich auf eine Caspase-abhéngige Inhibition des NF-kB — Signalwegs zurtick-
zuflihren ist, bieten sich Versuche unter Caspase - Inhibition an. Dies lieRe sich durch siRNAs
bewerkstelligen, was jedoch eine vorhergehende Transfektion voraussetzt, die u.U. selbst
wieder einen Einfluss auf die NF-kB - Aktivierung und Apoptose - Regulation hat. Alternativ
bieten sich zellpermeable Caspase-Inhibitoren wie die Peptide z-WEHD, -VDVAD-, -DEVD-
oder -IETD-fmk an [794]. Resultierend wiirde man bei den HD-11 Zellen ein &hnliches Bild
wie bei den anderen Zelllinien erwarten mit den Breitspektrum-Serovaren als besonders stark
NF-kB aktivierend. Im Gegensatz zu den Hithnermakrophagen stellten sich die porcinen
Makrophagen als aufRerst robust dar und kdnnten damit sogar eine langere Persistenz schnell
wachsender Serovare tolerieren, wie sie etwa fir latente Infektionen mit Breitspektrum-
Serovaren im Schwein erforderlich wére. Ob dieses Verhalten tatsdchlich Spezies-spezifisch
ist, muss durch die Nutzung geeigneter Modellsysteme getestet werden, die ndher an der in
vivo Situation sind. So wirden sich in Anlehnung der hier bereits erprobten Nutzung primarer
Zellen z.B. vergleichende Studien mit Priméarmakrophagen aus Blut des Huhns, des Schweins
und des Menschen anbieten, die mit hoher Wahrscheinlichkeit als Transport-Vehikel der
Salmonellen bei einer systemischen Infektion fungieren. Wichtig ware diesbezuglich vor
allem, die benutzten Makrophagen hinsichtlich ihrer Ausstattung und Reife zu (iberprifen, da
in der Vergangenheit vor allem die Verwendung von Tieren unterschiedlichen Alters und mit
entsprechend unterschiedlich ausgereiften Immunsystemen Vergleiche kaum erméglichten
und in Hinsicht auf die unterschiedliche Ausprédgung von Salmonella Infektionen in juvenilen
und adulten Tieren aber dringend notig wéren.

Zur Untersuchung einer Spezies-spezifischen Immunreaktion bieten sich anhand der hier
gefundenen Ergebnisse insbesondere die Epithelzellen als eine der frilhesten Komponenten im
Infektionsprozess an. Ihre regulierende Funktion diirfte entscheidend fiir die systemische
Ausbreitung von Salmonella sein und bietet damit die Moglichkeit einer Serovar-spezifischen
Diskriminierung. Bedingung fur vergleichende Versuche mit Epithelzellen wére jedoch die
Etablierung einer intestinalen Epithelzelllinie aus dem Huhn. Dies wére von besonderem
Interesse, da M-Zellen als Haupteintrittspforte in Sdugern sich von equivalenten Zellen im

Huhn unterscheiden [795]. Spezies-spezifische Unterschiede in der Erkennung wichtiger



Diskussion 159

PAMPs deuteten sich in dieser Arbeit vor allem auf Epithelzellebene an. So bedurfen etwa die
Flagellin-abhangigen Unterschiede in der Invasivitat von Salmonella in humanen und
porcinen Zellen der Aufklarung. Danach wére Flagellin sowohl fur die Invasion von
Salmonella als auch fur die induzierte Immunreaktion in humanen nicht jedoch porcinen
Epithelzellen wichtig. Bevor jedoch diese Spezies-spezifischen Unterschiede aufgeklart
werden konnen, muss der zugrunde liegende Mechanismus verstanden werden. Um zu
untersuchen, ob die Adhérenz oder die Invasion in humanen Zellen Flagellin-abhangig
beeinflusst werden, kdnnte man etwa nicht-invasive Mutanten (z.B. AinvG [796]) erstellen
und mit diesen Adhasionsassays durchfuhren. Sollten in diesem Fall Wildtyp- und
Flagellinmutanten eine unterschiedliche Adhérenz (mit initialem Zentrifugationsschritt)
zeigen, so wirkt Flagellin auf die Adhéarenz, bei gleicher Adharenz vermutlich auf den
Invasionsprozess. In beiden Fallen missten erst entsprechende Adaptoren oder
Bindungspartner auf der Wirtsseite aufgeklart werden, bevor Uber Spezies-spezifische
Unterschiede nachgedacht werden kann.

Daruiberhinaus interessieren die Ursachen fur die wirtsspezifisch unterschiedlichen Immun-
reaktionen auf Flagellin bzw. nicht-motile Salmonella Mutanten sowie auf Muropeptide, die
sowohl in der Erkennung, als auch im spéteren Verlauf der Signaltransduktion bis zur
Aktivierung von NF-kB begriindet sein kdnnten. Damit bestiinden zukiinftige Arbeiten zum
Verstandnis dieser Unterschiede etwa darin, entsprechend der Veroffentlichung von Keestra
et al. zum Spezies-spezifischen Verhalten von TLR5 Spezies-spezifische Unterschiede auch
in der PAMP-Erkennung zwischen Mensch und Schwein aufzuklaren und die Arbeit darlber-
hinaus auf intrazellulare NLRs auszuweiten [762]. In Anlehnung daran wiirde die Klonierung
von speziesfremden TLRs und NLRs beispielsweise in humane Zellen Aufschluss bringen.
Die hier etablierten NF-xB — Reporterzelllinien boten sich als nutzliche Grundlage an. Erst
nach Klarung dieser Fragen kénnte man die von den PRRs ausgehenden Signalwege in
ahnlicher Weise untersuchen. VVor allem die Suche méglicher Adaptoren in der NLR-
Erkennung beispielsweise Uber Yeast-Two-Hybrid Systeme oder Pulldown-Assays ware
diesbeztiglich interessant. Von zentralem Interesse auch hinsichtlich der Wirtsadaptation von
Salmonella ware demnach die Aufklarung Spezies-spezifischer Unterschiede in Pathogen-

erkennungsmechanismen.
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VIIl. ANHANG

VI1I1.1. Zusatzliche Daten

Sequenz p-Wert p-Wert

Kurzbezeichnung Code FC | (2sT Einzel- (1sT Beschreibung
(Agilent) experimente) ratios)

Homo sapiens ADAMTS-like 5
(ADAMTSLS5), [NM_213604]

Homo sapiens adenosine A2a receptor
(ADORA2A), [NM_000675]

Homo sapiens allograft inflammatory factor 1-
AIF1L A_33_P3260053 : 2,56 0,00274 0,00219 like (AIF1L), transcript variant 1,
[NM_031426]

Homo sapiens cDNA FLJ43006 fis, clone

ADAMTSL5S A_33_P3245489 | 2,87 0,00695 0,0018

ADORA2A A_24 P237270 | 2,16 0,00825 0,00002

AK124996 A_33 P3412375 | 2,15 0,00056 0,00049 BRTHA2013707. [AK124996]
Homo sapiens cDNA FLJ43798 fis, clone
AK125786 A_33 P3211977 | 3,07 0,00044 0,00299 TESTI4000250. [AK125786]
) Homo sapiens apoptosis inhibitor 5 (API5),
API5 A 24 P312692 2,26 | 0,00386 0,00004 transcript variant 2, [NM_006595]
ARHGAP21 A 23 P115608 231 0,0011 0,00002 Homo sapiens Rho GTPase activating protein

21 (ARHGAP21), [NM_020824]

Homo sapiens Rho guanine nucleotide
ARHGEF4 A_23 P253221 : 2,60 0,00318 0,00016 exchange factor (GEF) 4 (ARHGEF4),
transcript variant 2, [NM_032995]
Homo sapiens ATM interactor (ATMIN),

ATMIN A 24 P176493 -2,46 0,00354 0,00015 [NM _015251]

Sequence 489 from Patent EP1308459.
AX746964 A 33_P3393751 : 2,65 0,00799 0,00186 [AX746964]

Sequence 660 from Patent EP1308459.
AXT747135 A_33 P3257817 | 2,64 0,00588 0,00174 [AX747135]

Sequence 1460 from Patent EP1308459.
AXT747935 A_33 P3878681 | 2,12 0,00088 0,00527 [AX747935]

Homo sapiens UDP-GIcNAc:betaGal beta-
B3GNT2 A_23 P500956 : -2,09 | 0,00281 0,00012 1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 2

(B3GNT2), mMRNA [NM_006577]
BARX1 A 23 P32279 | 232 000034 0,00228 Homo sapiens BARX homeobox 1 (BARX1),

mRNA [NM_021570]

Homo sapiens bromodomain adjacent to zinc
BAZ2B A 23 P120048 -2,18 0,00394 0,00001 finger domain, 2B (BAZ2B), mRNA
[NM_013450]

602383859F1 NIH_MGC_93 Homo sapiens
BG288911 A 32 _P218025 2,15 0,00241 0,00128 cDNA clone IMAGE:4512783 5', sequence
[BG288911]

Homo sapiens basic leucine zipper nuclear
factor 1 (BLZF1), [NM_003666]

Homo sapiens budding uninhibited by
BUB3 A 23 P320658 -2,02 0,00274 0,00011 benzimidazoles 3 homolog (yeast) (BUB3),
transcript variant 1, [NM_004725]
BX106347 NCI_CGAP_Co3 Homo sapiens

BLZF1 A_24_P119259 -2,66 0,00777 0,00012

BX106347 A 33 P3842620 422  0,00386 0,00874 cDNA clone IMAGP9981212230, sequence
[BX106347]
C12orfl1 A 23 P36464 | -2,16 | 0,00921 0,0001 Homo sapiens chromosome 12 open reading

frame 11 (C120rf11), [NM_018164]
Homo sapiens chromosome 12 open reading

C120rf74 A_24 P838483 | 3,37 0,0018 0,00092 frame 74 (C120rf74), [NM_001037671]

) Homo sapiens chromosome 14 open reading
C140rf106 A_23 P364107 2,14 0,00649 0,00004 frame 106 (C140rf106), [NM 018353]
Cl4orf181 A 33_P3355717 | 276 | 0,00213 0,00149 Homo sapiens chromosome 14 open reading

frame 181 (C140rf181), [NM_207442]

Homo sapiens chromosome 17 open reading
C170rf69 A 33 P3318053 | 2,04 0,00846 0,00189 frame 69 (C170rf69), transcript variant 2, non-
coding RNA [NR_026906]

Homo sapiens chromosome 1 open reading
Clorfl52 A_33 P3345743 | -2,24 : 0,00984 0,00011 frame 152 (C1orf152), non-coding RNA
[NR_003242]

Homo sapiens chromosome 1 open reading
Clorfl67 A_33_P3340055 @ 2,02 0,00208 0,00311 frame 167, (cDNA clone IMAGE:40108753),
partial cds. [BC128092]
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C3orf23

A 23 P319874

-2,85

0,00931

0,00017

Homo sapiens chromosome 3 open reading
frame 23 (C3orf23), transcript variant 3,
[NM_001029840]

C4orfl0

A _33_P3374264

2,78

0,00711

0,00388

Homo sapiens chromosome 4 open reading
frame 10 (C40orf10), non-coding RNA
[NR_015453]

C9orf85

A_33_P3409506

-2,20

0,00551

0,00005

Homo sapiens chromosome 9 open reading
frame 85 (C90rf85), [NM_182505]

CAB39

A_23_P79426

-2,33

0,0074

0,00002

Homo sapiens calcium binding protein 39
(CAB39), transcript variant 1, [NM_016289]

CALY

A_33_P3318646

2,18

0,00134

0,00201

Homo sapiens calcyon neuron-specific
vesicular protein (CALY), [NM_015722]

CASKIN1

A _33_P3349552

2,06

0,00961

0,00764

Homo sapiens CASK interacting protein 1
(CASKIN1), [NM_020764]

CASP3

A 33_P3278118

-2,26

0,00065

0,00002

Homo sapiens caspase 3, apoptosis-related
cysteine peptidase (CASP3), transcript variant
alpha, [NM_004346]

CCBL2

A 33 P3318696

-2,08

0,00189

0,00036

Homo sapiens cysteine conjugate-beta lyase 2
(CCBL2), transcript variant 1,
[NM_001008661]

CCNT2

A 24 P174341

-2,85

0,00274

0,00002

Homo sapiens cyclin T2 (CCNT2), transcript
variant b, [NM_058241]

CD46

A_23_P35230

-2,37

0,00618

0,00003

Homo sapiens CD46 molecule, complement
regulatory protein (CD46), transcript variant
n, [NM_172350]

CDC27

A_33_P3360718

-2,26

0,00263

0,00002

Homo sapiens cell division cycle 27 homolog
(S. cerevisiae) (CDC27), transcript variant 1,
[NM_001114091]

CDC73

A 33 P3219770

-2,00

0,00833

0,00016

Homo sapiens cell division cycle 73,
Paf1l/RNA polymerase Il complex component,
homolog (S. cerevisiae) (CDC73),
[NM_024529]

CDRT1

A 23 P352426

2,09

0,00451

0,00131

Homo sapiens CMT1A duplicated region
transcript 1 (CDRT1), [NM_006382]

CEBPD

A 33 P3253804

2,48

0,00876

0,00432

Homo sapiens CCAAT/enhancer binding
protein (C/EBP), delta (CEBPD),
[NM_005195]

CEP170

A 24 P36944

-2,35

0,0017

0,00002

Homo sapiens centrosomal protein 170kDa
(CEP170), transcript variant alpha,
[NM_014812]

CISD3

A_33_P3362636

3,01

0,00154

0,00146

Homo sapiens CDGSH iron sulfur domain 3
(CISD3), [NM_001136498]

COL11A1

A_33 P3259339

-2,18

0,0051

0,00035

Homo sapiens collagen, type X, alpha 1
(COL11A1), transcript variant B,
[NM_080629]

CRY1

A 24 P407235

-2,73

0,0018

0,00008

Homo sapiens cryptochrome 1 (photolyase-
like) (CRY1), [NM_004075]

CT47A11

A_32_P207124

2,68

0,00296

0,00127

Homo sapiens cancer/testis antigen family 47,
member A1l (CT47A11), [NM_173571]

CXCL17

A_23 P50269

2,40

0,00039

0,00134

Homo sapiens chemokine (C-X-C motif)
ligand 17 (CXCL17), [NM_198477]

CYP19A1

A_32_P86289

3,43

0,00016

0,00027

Homo sapiens cytochrome P450, family 19,
subfamily A, polypeptide 1 (CYP19A1),
transcript variant 2, [NM_031226]

CYP4F2

A_23_P50710

2,14

0,00732

0,0028

Homo sapiens cytochrome P450, family 4,
subfamily F, polypeptide 2 (CYP4F2),
[NM_001082]

CYP4z2P

A 24 P145529

2,11

0,00679

0,0007

Homo sapiens cytochrome P450, family 4,
subfamily Z, polypeptide 2 pseudogene
(CYP4Z2P), non-coding RNA [NR_002788]

DCK

A_24_P89080

-3,78

0,00304

0,00021

Homo sapiens deoxycytidine kinase (DCK),
[NM_000788]

DEFB116

A_33 P3278689

3,26

0,00503

0,00617

Homo sapiens defensin, beta 116 (DEFB116),
[NM_001037731]

DEFB127

A 23 P385843

2,87

0,00089

0,00414

Homo sapiens defensin, beta 127 (DEFB127),
[NM_139074]

DMD

A 33 P3297813

4,72

0,00839

0,00008

Homo sapiens dystrophin, (cDNA clone
IMAGE:5274415), complete cds. [BC036103]

DNAJB4

A_24 P393958

-2,75

0,00625

0,00002

Homo sapiens DnaJ (Hsp40) homolog,
subfamily B, member 4 (DNAJB4),
[NM_007034]
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DNAJC25

A _23_P397019

-2,13

0,00618

0,00003

Homo sapiens DnaJ (Hsp40) homolog,
subfamily C , member 25 (DNAJC25),
[NM_001015882]

EIF2AK3

A 23 P135857

-2,20

0,00754

0,0012

Homo sapiens eukaryotic translation initiation
factor 2-alpha kinase 3 (EIF2AK3),
[NM_004836]

EIFAE

A_32_P203300

-2,10

0,00236

0,00005

Homo sapiens eukaryotic translation initiation
factor 4E (EIF4E), transcript variant 2,
[NM_001130679]

ELAVL1

A 23 _P388681

-2,02

0,00625

0,00004

Homo sapiens ELAV (embryonic lethal,
abnormal vision, Drosophila)-like 1 (Hu
antigen R) (ELAVL1), [NM_001419]

EML4

A 23 P143127

-2,07

0,00034

0,00003

Homo sapiens echinoderm microtubule
associated protein like 4 (EML4), transcript
variant 1, [NM_019063]

EN2

A 23 P134433

2,58

0,0036

0,00387

Homo sapiens engrailed homeobox 2 (EN2),
[NM_001427]

ENST00000302153

A 33 P3421907

2,40

0,00232

0,00204

Putative uncharacterized protein
ENSP00000305638 Fragment
[Source:UniProtKB/TrEMBL;Acc:B6ZDQ1]
[ENST00000302153]

ENST00000344692

A _33 P3285715

2,30

0,00497

0,00483

zinc finger protein 41 homolog (mouse)
[Source:HGNC Symbol;Acc:26786]
[ENST00000344692]

ENST00000370177

A_33_P3218797

2,47

0,00189

0,001

pancreatic progenitor cell differentiation and
proliferation factor homolog (zebrafish)
[Source:HGNC Symbol;Acc:16142]
[ENST00000370177]

ENST00000373815

A 33 P3218787

2,50

0,0028

0,00083

ankyrin 3, node of Ranvier (ankyrin G)
[Source:HGNC Symbol;Acc:494]
[ENST00000373815]

ENST00000373844

A_33 P3257558

-3,37

0,00156

0,00018

centrosomal protein 110kDa [Source:HGNC
Symbol;Acc:1858] [ENST00000373844]

ENST00000377293

A 33 _P3395798

2,40

0,00417

0,00196

Uncharacterized protein C200rf26
[Source:UniProtKB/Swiss-
Prot;Acc:Q8NHU2] [ENST00000377293]

ENST00000378430

A_33_P3417222

2,48

0,00218

0,00201

CD72 molecule [Source:HGNC
Symbol;Acc:1696] [ENST00000378430]

ENST00000379848

A_23 P316085

2,05

0,00303

0,00013

Q9H1T1_HUMAN (Q9H1T1)
OTTHUMP00000018258, complete
[THC2708636]

ENST00000390293

A_33 P3398719

2,08

0,00873

0,00481

immunoglobulin lambda variable 5-48 (non-
functional) [Source:HGNC Symbol;Acc:5925]
[ENST00000390293]

ENST00000411873

A_23 P333129

2,12

0,00374

0,00283

D4S2463 homeobox-like Fragment
[Source:UniProtKB/TrEMBL;Acc:Q13060]
[ENST00000411873]

ENST00000416328

A_33_P3212769

2,28

0,00203

0,00436

LOC100132686 protein
[Source:UniProtKB/TrEMBL;Acc:Q8NEQ1]
[ENST00000416328]

EXOC8

A_33_P3397051

-2,08

0,00198

0,00023

Homo sapiens exocyst complex component 8
(EXOCS), [NM_175876]

FAM122B

A_33_P3691860

-2,01

0,00552

0,00027

Homo sapiens family with sequence similarity
122B (FAM122B), transcript variant 2,
[NM_001166599]

FAMSB

A 23 P35277

2,16

0,00081

0,00288

Homo sapiens family with sequence similarity
5, member B (FAM5B), [NM_021165]

FBXO11

A_24_P357536

-2,03

0,00757

0,0001

Homo sapiens F-box protein 11 (FBXO11),
transcript variant 3, [NM_012167]

FGF20

A 23 P395404

2,04

0,00964

0,00468

Homo sapiens fibroblast growth factor 20
(FGF20), [NM_019851]

FGFR10P2

A_33_P3369262

-2,32

0,00679

0,00018

Homo sapiens FGFR1 oncogene partner 2
(FGFR10P?2), transcript variant 1,
[NM_015633]

FLJ43860

A_33_P3227686

2,32

0,00074

0,00032

Homo sapiens FLJ43860 protein (FLJ43860),
[NM_207414]

FOXE1

A _33_P3226357

2,69

0,00399

0,00142

Homo sapiens forkhead box E1 (thyroid
transcription factor 2) (FOXE1),
[NM_004473]

GAPDHS

A _23_P67646

4,59

0,00713

0,00618

Homo sapiens glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase, spermatogenic (GAPDHS),
[NM_014364]

GBAP1

A_32_P512061

2,11

0,00263

0,00001

Homo sapiens glucosidase, beta, acid
pseudogene 1 (GBAP1), non-coding RNA
[NR_002188]
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GMFB

A_23_P205611

-2,12

0,00605

0,00014

Homo sapiens glia maturation factor, beta
(GMFB), [NM_004124]

GOLGAS

A_23_P3193

-2,14

0,0021

0,00002

Homo sapiens golgin A5 (GOLGADS),
[NM_005113]

GPLD1

A_33_P3375467

2,22

0,00189

0,00384

Homo sapiens glycosylphosphatidylinositol
specific phospholipase D1 (GPLD1),
transcript variant 2, [NM_177483]

GREBIL

A_33_P3271470

2,12

0,00088

0,00724

Homo sapiens growth regulation by estrogen
in breast cancer-like (GREBL1L),
[NM_001142966]

H2AFV

A_23_P316487

-2,62

0,0049

0,00005

Homo sapiens H2A histone family, member V
(H2AFV), transcript variant 2, [NM_138635]

hCG_1814486

A_32_P200308

2,16

0,00091

0,00252

full-length cDNA clone CSODHO02YE19 of T
cells (Jurkat cell line) of Homo sapiens
(human). [CR600271]

HERC4

A _23_P202408

-2,13

0,00373

0,00004

Homo sapiens hect domain and RLD 4
(HERC4), transcript variant 1, [NM_022079]

HIF1A

A 33 P3231277

-2,68

0,00074

0,00008

Homo sapiens hypoxia inducible factor 1,
alpha subunit (basic helix-loop-helix
transcription factor) (HIF1A), transcript
variant 2, [NM_181054]

HIF3A

A_33_P3338152

2,63

0,00578

0,00577

Homo sapiens HIF-3A4 for hypoxia-
inducible factor-3 alpha 4, complete cds.
[AB118749]

HIRA

A_23_P154938

-2,33

0,00461

0,00001

Homo sapiens HIR histone cell cycle
regulation defective homolog A (S. cerevisiae)
(HIRA), [NM_003325]

HISPPD1

A_23_P213661

-2,06

0,00576

0,00003

Homo sapiens histidine acid phosphatase
domain containing 1 (HISPPD1),
[NM_015216]

HMG20B

A_33_P3394509

2,38

0,00766

0,00111

Homo sapiens high-mobility group 20B
(HMG20B), [NM_006339]

HNRNPH2

A_33 P3255647

-2,23

0,00596

0,00222

Homo sapiens heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein H2 (H') (HNRNPH?2),
transcript variant 1, [NM_019597]

HOXA10

A_33_P3288649

3,80

0,00431

0,00421

Homo sapiens homeobox A10 (HOXAL0),
transcript variant 1, [NM_018951]

HPS3

A 23 P40821

-2,27

0,0051

0,00006

Homo sapiens Hermansky-Pudlak syndrome 3
(HPS3), [NM_032383]

HPVC1

A_33_P3390955

2,65

0,00444

0,00056

Homo sapiens human papillomavirus (type
18) E5 central sequence-like 1 (HPVCL1), non-
coding RNA [NR_004422]

HTN3

A 23 P212945

2,00

0,00304

0,00492

Homo sapiens histatin 3 (HTN3),
[NM_000200]

IHH

A_33_P3338698

2,09

0,00272

0,00038

Homo sapiens Indian hedgehog homolog
(Drosophila) (IHH), [NM_002181]

IMPA1

A_33_P3370109

-3,78

0,00114

0,00002

Homo sapiens inositol(myo)-1(or 4)-
monophosphatase 1 (IMPAL), transcript
variant 3, [NM_001144879]

IQSEC3

A_33_P3209581

3,84

0,00113

0,00075

Homo sapiens 1Q motif and Sec7 domain 3
(IQSEC3), transcript variant 1,
[NM_001170738]

KAT2B

A_32_P159651

-2,03

0,00238

0,00002

Homo sapiens K(lysine) acetyltransferase 2B
(KAT2B), [NM_003884]

KCNK12

A_33_P3256510

2,10

0,00703

0,00009

Homo sapiens potassium channel, subfamily
K, member 12 (KCNK12), [NM_022055]

KDM4C

A_23_P112201

-2,24

0,00035

0,00001

Homo sapiens lysine (K)-specific demethylase
4C (KDMA4C), transcript variant 1,
[NM_015061]

LCE1A

A_23_P404685

2,22

0,00347

0,00333

Homo sapiens late cornified envelope 1A
(LCE1A), [NM_178348]

LEPR

A 24 P231104

-2,98

0,00431

0,00015

Homo sapiens leptin receptor (LEPR),
transcript variant 3, [NM_001003679]

LOC100128107

A_33_P3272347

2,47

0,0097

0,00454

Homo sapiens cDNA FLJ41726 fis, clone
HLUNG2014449. [AK123720]

LOC100129196

A 33 P3387170

2,37

0,0051

0,0045

Homo sapiens, clone IMAGE:6042806, .
[BC044253]

LOC100129235

A_33_P3234764

2,03

0,00909

0,00457

Homo sapiens cDNA FLJ27410 fis, clone
WMC04875. [AK130920]

LOC100129702

A_33_P3374365

2,37

0,00034

0,00003

PREDICTED: Homo sapiens similar to
RAB40A, member RAS oncogene family,
[XM_001717980]

LOC100131830

A _33_P3421178

2,25

0,0021

0,00585

PREDICTED: Homo sapiens hypothetical
LOC100131830, [XM_001718976]
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LOC100287699

A_33_P3261433

2,32

0,00605

0,00317

PREDICTED: Homo sapiens hypothetical
protein LOC100287699, [XM_002342211]

LOC253573

A_33_P3804022

2,02

0,0036

0,002

Homo sapiens cDNA FLJ32735 fis, clone
TESTI2001229. [AK057297]

LOC285768

A _33_P3773168

2,03

0,00152

0,00144

Homo sapiens hypothetical LOC285768, non-
coding RNA [NR_027115]

LOC388564

A _33_P3362153

2,57

0,00237

0,00314

Homo sapiens hypothetical gene supported by
BC052596, (cDNA clone IMAGE:6728287).
[BC052596]

LOC644070

A_33_P3275893

2,91

0,00034

0,0004

Putative germ cell-specific gene 1-like protein
2 Precursor (GSG1-like protein 2)
[Source:UniProtKB/Swiss-
Prot;Acc:ABMUP6] [ENST00000399363]

LOC644794

A_33_P3360863

2,08

0,00449

0,0008

Homo sapiens cDNA FLJ52613 complete cds.
[AK301184]

LOC728142

A _32_P167396

-2,08

0,0011

0,00002

Homo sapiens cDNA clone IMAGE:5300185.
[BC039399]

LOC729082

A _24_P655268

-2,08

0,00081

0,00004

Homo sapiens hypothetical protein
LOC729082, non-coding RNA [NR_026757]

LRRC31

A_24_P240259

2,14

0,00618

0,00434

Homo sapiens leucine rich repeat containing
31 (LRRC31), [NM_024727]

MACF1

A_23_P391778

-2,09

0,0004

0,00006

Homo sapiens microtubule-actin crosslinking
factor 1 (MACF1), transcript variant 2,
[NM_033044]

MAPKG6

A_24_P333663

-3,02

0,00234

0,00012

Homo sapiens mitogen-activated protein
kinase 6 (MAPK®6), [NM_002748]

MAT2B

A_33_P3246543

-2,09

0,00485

0,00188

Homo sapiens methionine adenosyltransferase
11, beta (MAT2B), transcript variant 2,
[NM_182796]

MED30

A_23_P31866

-2,56

0,00035

0,00008

Homo sapiens mediator complex subunit 30
(MED30), [NM_080651]

MGEA5

A 24 _P67898

-2,02

0,00221

0,00079

Homo sapiens meningioma-expressed antigen
5s splice variant , complete cds. [AF307332]

MOP-1

A_24_P419028

4,39

0,0069

0,00135

Homo sapiens for MOP-1, complete cds.
[AB014771]

MTR

A_23_P200936

-2,08

0,00035

0,00002

Homo sapiens 5-methyltetrahydrofolate-
homocysteine methyltransferase (MTR),
[NM_000254]

MYC

A_23 P215956

-2,06

0,00253

0,00002

Homo sapiens v-myc myelocytomatosis viral
oncogene homolog (avian) (MYC),
[NM_002467]

MYH14

A 23 P78734

2,65

0,0062

0,00141

Homo sapiens myosin, heavy chain 14, non-
muscle (MYH14), transcript variant 1,
[NM_001077186]

NUDCD1

A 24 P106794

-2,72

0,00551

0,00003

Homo sapiens NudC domain containing 1
(NUDCDJ), transcript variant 1,
[NM_032869]

OR10A6

A 33 P3418527

2,10

0,00132

0,00024

Homo sapiens olfactory receptor, family 10,
subfamily A, member 6 (OR10A6),
[NM_001004461]

OSBPL8

A 33 P3254191

-2,38

0,0008

0,00006

Homo sapiens oxysterol binding protein-like 8
(OSBPLS8), transcript variant 1,
[NM_020841]

OTOR

A_33 P3311830

2,39

0,00143

0,00567

Homo sapiens otoraplin (OTOR),
[NM_020157]

OXSR1

A 23 P418413

-2,00

0,00002

0,00002

Homo sapiens oxidative-stress responsive 1
(OXSR1), [NM_005109]

PDIA4

A_23 P42802

-2,03

0,00563

0,00002

Homo sapiens protein disulfide isomerase
family A, member 4 (PDIA4), [NM_004911]

PGM2

A 23 P7172

-2,15

0,00172

0,00004

Homo sapiens phosphoglucomutase 2
(PGM2), [NM_018290]

PHF3

A 23 P70371

-2,02

0,00432

9,80E-06

Homo sapiens PHD finger protein 3 (PHF3),
[NM_015153]

PKHD1

A_33 P3387420

2,06

0,00437

0,00044

Homo sapiens polycystic kidney and hepatic
disease 1 (autosomal recessive) (PKHD1),
transcript variant 1, [NM_138694]

PLCH1

A_23 P339240

2,17

0,00418

0,0074

Homo sapiens phospholipase C, eta 1
(PLCH1), transcript variant 2, [NM_014996]

POLI

A_23_P306890

-2,11

0,00143

0,00009

Homo sapiens polymerase (DNA directed)
iota (POLI), [NM_007195]

PPP1R2

A_33_P3306964

-2,04

0,00727

0,00076

Homo sapiens protein phosphatase 1,
regulatory (inhibitor) subunit 2 (PPP1R2),
[NM_006241]
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PRKDC

A _33_P3337599

-3,37

0,00364

0,00004

Homo sapiens protein kinase, DNA-activated,
catalytic polypeptide (PRKDC), transcript
variant 1, [NM_006904]

PRPF8

A 23 P38219

2,14

0,00114

0,0001

Homo sapiens PRP8 pre- processing factor 8
homolog (S. cerevisiae) (PRPF8),
[NM_006445]

PRPS2

A_23_P96641

-2,04

0,00049

0,00004

Homo sapiens phosphoribosyl pyrophosphate
synthetase 2 (PRPS2), transcript variant 1,
[NM_001039091]

PSMB11

A _33_P3229375

2,12

0,00419

0,00012

Homo sapiens proteasome (prosome,
macropain) subunit, beta type, 11 (PSMB11),
[NM_001099780]

PTMS

A _33_P3333038

2,46

0,00046

0,00044

Homo sapiens parathymosin (PTMS),
[NM_002824]

PTP4AL

A_23_P81770

-2,52

0,00034

0,00004

Homo sapiens protein tyrosine phosphatase
type IVA, member 1 (PTP4A1),
[NM_003463]

PTP4AL

A 24 P252043

-2,09

0,00154

0,00004

Homo sapiens protein tyrosine phosphatase
type IVA, member 1 (PTP4A1),
[NM_003463]

PUM2

A 24 P71439

-2,04

0,00896

0,00002

Homo sapiens pumilio homolog 2
(Drosophila) (PUM2), [NM_015317]

RAB18

A_33_P3299754

-2,03

0,00637

0,00021

Homo sapiens RAB18, member RAS
oncogene family (RAB18), [NM_021252]

RAPGEF6

A_23_P144999

-3,32

0,00656

0,00002

Homo sapiens Rap guanine nucleotide
exchange factor (GEF) 6 (RAPGEF6),
transcript variant 2, [NM_016340]

RBM16

A_23_P111303

-2,29

0,00074

9,56E-06

Homo sapiens RNA binding motif protein 16
(RBM16), [NM_014892]

RBM22

A_23_P92895

-2,27

0,00034

0,00022

Homo sapiens RNA binding motif protein 22
(RBM22), [NM_018047]

RC3H1

A 33 P3288774

-2,23

0,00213

0,00009

Homo sapiens ring finger and CCCH-type
zinc finger domains 1 (RC3H1),
[NM_172071]

RFK

A 23 P216708

-2,13

0,00044

0,00004

Homo sapiens riboflavin kinase (RFK),
[NM_018339]

RNF165

A_24_P348083

2,14

0,00684

0,00568

Homo sapiens cDNA FLJ90080 fis, clone
HEMBA1004797. [AK074561]

RRP7B

A_24_P242036

2,18

0,00313

0,00111

Homo sapiens ribosomal RNA processing 7
homolog B (S. cerevisiae) (RRP7B), non-
coding RNA [NR_002184]

RWDD3

A_23 P933

-2,05

0,00785

0,00014

Homo sapiens RWD domain containing 3
(RWDD3), transcript variant 1,
[NM_015485]

S100A10

A_23 P137984

-2,07

0,00379

0,00005

Homo sapiens S100 calcium binding protein
A10 (S100A10), [NM_002966]

SCGB1D1

A 23 P127781

3,17

0,00085

0,00043

Homo sapiens secretoglobin, family 1D,
member 1 (SCGB1D1), [NM_006552]

SCGB3A1

A_33_P3210379

2,36

0,00649

0,00637

Homo sapiens secretoglobin, family 3A,
member 1 (SCGB3A1), [NM_052863]

SCYL2

A_33_P3292829

-2,14

0,00208

0,00002

Homo sapiens SCY1-like 2 (S. cerevisiae)
(SCYL2), [NM_017988]

SEC24B

A_23 P69683

-2,85

0,00087

9,41E-06

Homo sapiens SEC24 family, member B (S.
cerevisiae) (SEC24B), transcript variant 1,
[NM_006323]

SECISBP2L

A 24 P82135

-2,20

0,00986

0,00014

Homo sapiens SECIS binding protein 2-like
(SECISBP2L), [NM_014701]

SIM2

A_23 P301886

3,60

0,0021

0,00587

Homo sapiens single-minded homolog 2
(Drosophila) (SIM2), transcript variant SIM2s,
[NM_009586]

SLC18A2

A_23 P52499

2,35

0,00088

0,00264

Homo sapiens solute carrier family 18
(vesicular monoamine), member 2
(SLC18A2), [NM_003054]

SLC22A3

A_32_P309404

2,82

0,00155

0,00997

Homo sapiens solute carrier family 22
(extraneuronal monoamine transporter),
member 3 (SLC22A3), [NM_021977]

SLC25A43

A_23_P125668

-2,50

0,00753

9,80E-06

Homo sapiens solute carrier family 25,
member 43 (SLC25A43), nuclear gene
encoding mitochondrial protein,
[NM_145305]

SLC33A1

A_33_P3251108

-2,22

0,00734

0,00002

Homo sapiens solute carrier family 33 (acetyl-
CoA transporter), member 1 (SLC33A1),
[NM_004733]

SLC38A2

A_23_P218079

-2,41

0,00828

0,00004

Homo sapiens solute carrier family 38,
member 2 (SLC38A2), [NM_018976]
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SMAD4

A_23_P27346

-2,37

0,00035

0,00003

Homo sapiens SMAD family member 4
(SMAD4), [NM_005359]

SMARCA5

A_23_P256716

-3,17

0,00074

9,80E-06

Homo sapiens SWI/SNF related, matrix
associated, actin dependent regulator of
chromatin, subfamily a, member 5
(SMARCAS5), [NM_003601]

SNORD3B-1

A _33_P3252333

-2,08

0,00074

0,00005

Homo sapiens small nucleolar RNA, C/D box
3B-1 (SNORD3B-1), small nucleolar RNA
[NR_003271]

SNRPE

A _33_P3320152

-2,15

0,00753

0,00048

Homo sapiens small nuclear ribonucleoprotein
polypeptide E (SNRPE), [NM_003094]

SORBS3

A_33_P3409625

2,53

0,00525

0,00179

Homo sapiens sorbin and SH3 domain
containing 3 (SORBS3), transcript variant 1,
[NM_005775]

SPINKY7

A 23 P213832

3,27

0,00078

0,00015

Homo sapiens serine peptidase inhibitor,
Kazal type 7 (putative) (SPINK?7),
[NM_032566]

SPTY2D1

A 23 P328237

-2,11

0,00678

0,00002

Homo sapiens SPT2, Suppressor of Ty,
domain containing 1 (S. cerevisiae)
(SPTY2D1), [NM_194285]

SPTY2D1

A 23 P429082

-2,56

0,00146

0,00018

Homo sapiens SPT2, Suppressor of Ty,
domain containing 1 (S. cerevisiae)
(SPTY2D1), [NM_194285]

SRPK2

A 23 P406438

-2,05

0,00311

0,00002

Homo sapiens SFRS protein kinase 2
(SRPK?2), transcript variant 2, [NM_182691]

STT3B

A 23 P434473

-2,17

0,00509

0,00027

Homo sapiens STT3, subunit of the
oligosaccharyltransferase complex, homolog
B (S. cerevisiae) (STT3B), [NM_178862]

SUMO3

A 23 P102937

-2,12

0,00022

0,00003

Homo sapiens SMT3 suppressor of mif two 3
homolog 3 (S. cerevisiae) (SUMO3),
[NM_006936]

SWAP70

A_33_P3349651

-2,16

0,00999

0,00012

Homo sapiens SWAP switching B-cell
complex 70kDa subunit (SWAP70),
[NM_015055]

TAB3

A _32_P162150

-2,04

0,00548

0,00004

Homo sapiens TGF-beta activated kinase
1/MAP3K?7 binding protein 3 (TAB3),
[NM_152787]

TAF1B

A 23 P165891

-2,01

0,00154

0,00002

Homo sapiens TATA box binding protein
(TBP)-associated factor, RNA polymerase I,
B, 63kDa (TAF1B), [NM_005680]

TAS2R4

A 23 P20101

2,05

0,00691

0,00392

Homo sapiens taste receptor, type 2, member
4 (TAS2R4), [NM_016944]

TCF12

A 24 P82142

-2,46

0,00068

0,00001

Homo sapiens transcription factor 12
(TCF12), transcript variant 4, [NM_207038]

TDG

A _33_P3357445

-2,57

0,00383

0,00009

Homo sapiens thymine-DNA glycosylase
(TDG), [NM_003211]

TFEC

A_32_P184394

-2,27

0,00242

0,00006

Homo sapiens transcription factor EC (TFEC),
transcript variant 1, [NM_012252]

THC2547729

A 33 _P3365701

2,18

0,00589

0,0063

Q7SFQ1_NEUCR (Q7SFQL) Predicted
protein, partial (13%) [THC2547729]

THC2678181

A_33 P3285275

2,37

0,00063

0,00092

Q5VWD6_HUMAN (Q5VWD6) Calcium
channel, voltage-dependent, beta 2 subunit,
complete [THC2678181]

TLE4

A_23_P94494

-2,84

0,00432

0,00001

Homo sapiens transducin-like enhancer of
split 4 (E(sp1) homolog, Drosophila) (TLE4),
[NM_007005]

TM6SF1

A_33 P3310784

-2,67

0,00252

0,00045

Homo sapiens transmembrane 6 superfamily
member 1 (TM6SF1), transcript variant 1,
[NM_023003]

TNRC18

A_33_P3321507

3,04

0,0001

0,00013

Homo sapiens trinucleotide repeat containing
18 (TNRC18), [NM_001080495]

TOR2A

A_33 P3275835

2,99

0,00919

0,00358

Homo sapiens torsin family 2, member A
(TOR2A), transcript variant 3,
[NM_001134430]

TPSG1

A 23 P26294

2,07

0,00817

0,00324

Homo sapiens tryptase gamma 1 (TPSG1),
[NM_012467]

TTC13

A_23_P103864

-2,35

0,00431

7,95E-06

Homo sapiens tetratricopeptide repeat domain
13 (TTC13), transcript variant 1,
[NM_024525]

TUBA3D

A _23_P56736

2,64

0,00625

0,00235

Homo sapiens tubulin, alpha 3d (TUBA3D),
[NM_080386]

us0770

A_24_P484965

2,30

0,00091

0,00317

Human EST clone 251800 mariner transposon
Hsmarl sequence. [U80770]

UBR3

A 24 P285501

-2,34

0,00649

0,00136

Homo sapiens ubiquitin protein ligase E3
component n-recognin 3 (putative) (UBR3),
[NM_172070]
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Homo sapiens ubiquitin specific peptidase 26
USP26 A_23 P158118 | 2,49 0,00643 0,00239 (USP26), [NM. 031907]
Homo sapiens ubiquitin specific peptidase 44
USPa4 A28 P72770 - 217 00011 0,00182 (USP44), transcript variant 1, [NM_032147]
B Homo sapiens ubiquitin specific peptidase 46
USP46 A_24 P377225 2,58  0,00878 0,00002 (USP46), transcript variant 1, [NM_022832]
Homo sapiens von Hippel-Lindau binding
VBP1 A_23 P256223 | -2,09 : 0,00483 0,00005 protein 1 (VBP1), [NM _003372]
) Homo sapiens WD repeat and FYVE domain
WDFY1 A_23 P502797 2,30 0,00058 0,00004 containing 1 (WDFY1). [NM_020830]
Homo sapiens WAS protein homolog
WHAMM A_33_P3315475 : -2,11 | 0,00035 0,00002 associated with actin, golgi membranes and
microtubules (WHAMM), [NM_001080435]
B Homo sapiens X-linked inhibitor of apoptosis
XIAP A_33 P3231187 | -3,29 : 0,0013 0,00046 (XIAP), [NM_001167]
Homo sapiens tyrosine 3-
monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase
YWHAE A_24 P33444 -2,46 | 0,00674 0,00018 activation protein, epsilon polypeptide
(YWHAE), transcript variant 1,
[NM_006761]
Homo sapiens cDNA FLJ10953 fis, clone
ZC3H13 A 33 P3281139 | -2,22 0,00618 0,00007 PLACE1000_380, hlghly S|m|Iar_to Zinc finger
CCCH domain-containing protein 13.
[AK001815]
) Homo sapiens zinc finger, DHHC-type
ZDHHC21 A_24 P374427 2,61  0,00735 0,00005 containing 21 (ZDHHC21), [NM_178566]
} : Homo sapiens zinc finger protein 124
ZNF124 A_23 P52176 2,48  0,00595 3,53E-06 (ZNF124), [NM _003431]
Homo sapiens zinc finger protein 189
ZNF189 A_24_P8asr2 2,16 0,00385 0,00003 (ZNF189), transcript variant 2, [NM_197977]
) Homo sapiens zinc finger protein 227
ZNF227 A_23 P371011 2,79 0,00115 0,00002 (ZNF227), [NM_182490]
B Homo sapiens zinc finger protein 25 (ZNF25),
ZNF25 A_23 P381577 2,67  0,00154 0,00017 [NM_145011]
} Homo sapiens zinc finger protein 451
ZNF451 A_33 P3257528 | -2,19  0,00456 0,00002 (ZNF451), transcript variant 2, [NM_015555]
Homo sapiens zinc finger protein 467
ZNF467 A_24 P218074 | 2,39 0,00068 0,00027 (ZNF467), [NM_207336]
Homo sapiens zinc finger protein 491
ZNF491 A_23 P410725 | 2,08 0,00087 0,0002 (ZNF491), [NM_152356]
) Homo sapiens zinc finger protein 738
ZNF738 A_32_P68148 2,55  0,0008 0,00063 (ZNF738), non-coding RNA [NR_027130]
} Homo sapiens zinc finger protein 791
ZNF791 A_24 P382401 3,26 0,00735 0,00002 (ZNF791), [NM_153358]
A_33 P3226492 | -2,05 : 0,00034 0,00011 Unknown
A_33 P3395788 | 2,19 0,0004 0,00935 Unknown
A_33 P3377705 | 2,00 0,00277 0,00806 Unknown
A_33 P3248997 | 2,10 0,00351 0,00805 Unknown
A_33 P3218741 | 2,00 0,00296 0,00287 Unknown

Tabelle 15: Signifikant unterschiedlich regulierte Gene humaner Primérmakrophagen nach einer
Infektion mit S. Typhimurium SL1344 im Vergleich zu S. Choleraesuis A50 — infizierten Zellen. Selektiert
wurden Gene mit mindestens einer zweifachen Hoch- oder Herabregulation (FC, fold changes), die sowohl im
Vergleich aller Einzelexperimente mittels Zweistichproben t-Test (2sT) als auch im Vergleich der Mittelwerte
aus den Einzelexperimenten mittels Einstichproben t-Test (1sT) sich als signifikant (p < 0,01) erwiesen.
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Kurzbezeichnung

Sequenz
Code
Agilent

p-Wert
(2sT Einzel-
experimente

Beschreibung

ABCB10

A _32_P23624

-2,19

0,00831

0,00168

Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-
family B (MDR/TAP), member 10
(ABCB10), nuclear gene encoding
mitochondrial protein, [NM_012089]

ACAT1

A_24 P203678

-2,25

0,00649

3,50E-06

Homo sapiens acetyl-Coenzyme A
acetyltransferase 1 (ACATL1), nuclear gene
encoding mitochondrial protein,
[NM_000019]

ADPRHL2

A _23_P34568

2,08

0,00384

0,00003

Homo sapiens ADP-ribosylhydrolase like 2
(ADPRHL2), nuclear gene encoding
mitochondrial protein, [NM_017825]

AGPHD1

A _33_P3257538

0,0004

0,00004

Homo sapiens aminoglycoside
phosphotransferase domain containing 1
(AGPHD?1), transcript variant 2,
[NM_001083612]

AIDA

A 23 P97457

-2,36

0,00009

8,20E-06

Homo sapiens axin interactor, dorsalization
associated (AIDA), [NM_022831]

AK124658

A_33_P3267160

-4,02

0,00718

0,00005

Homo sapiens cDNA FLJ42667 fis, clone
BRAMY2020058. [AK124658]

AK3

A 24 P247106

-2,58

0,00718

3,86E-06

Homo sapiens adenylate kinase 3 (AK3),
nuclear gene encoding mitochondrial protein,
[NM_016282]

AKAP9

A 33 P3380211

-3,08

0,0005

0,00002

Homo sapiens A kinase (PRKA) anchor
protein (yotiao) 9 (AKAP9), transcript variant
2, [NM_005751]

ANP32E

A 23 P160934

-2,32

0,00002

3,86E-06

Homo sapiens acidic (leucine-rich) nuclear
phosphoprotein 32 family, member E
(ANP32E), transcript variant 1,
[NM_030920]

API5

A 24 P312692

-2,34

0,00166

0,00002

Homo sapiens apoptosis inhibitor 5 (API5),
transcript variant 2, [NM_006595]

ARGLU1

A 23 P162782

-2,11

0,0006

0,00004

Homo sapiens arginine and glutamate rich 1
(ARGLU1), [NM_018011]

ARHGAP21

A_23 P115608

-2,07

0,00022

0,00003

Homo sapiens Rho GTPase activating protein
21 (ARHGAP21), [NM_020824]

ARHGAP21

A_33_P3319401

-3,07

0,00603

0,00044

Homo sapiens cDNA FLJ90108 fis, clone
HEMBA1006517. [AK074589]

ARHGAPS

A_33_P3386453

-2,71

0,0079

0,00002

Homo sapiens Rho GTPase activating protein
5 (ARHGAPS), transcript variant 1,
[NM_001030055]

ATG2B

A_33 P3342160

-2,01

0,00281

0,00007

Homo sapiens ATG2 autophagy related 2
homolog B (S. cerevisiae) (ATG2B),
[NM_018036]

ATMIN

A 24 P176493

-2,38

0,00164

0,00002

Homo sapiens ATM interactor (ATMIN),
[NM_015251]

ATP6AP2

A 23 P11353

-2,01

0,00033

0,00002

Homo sapiens ATPase, H+ transporting,
lysosomal accessory protein 2 (ATP6AP2),
[NM_005765]

AW503309

A_33_P3389802

-2,44

0,00046

0,00001

UI-HF-BNO-akx-b-12-0-UL.r1 NIH_MGC_50
Homo sapiens cDNA clone IMAGE:3078502
5', sequence [AW503309]

AXT746964

A 33 P3393751

2,51

0,00546

0,00125

Sequence 489 from Patent EP1308459.
[AX746964]

B3GNT2

A_23_P500956

-2,04

0,00072

0,00012

Homo sapiens UDP-GIcNAc:betaGal beta-
1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 2
(B3GNT2), [NM_006577]

B4GALT6

A 24 P228228

0,00648

0,0003

Homo sapiens UDP-Gal:betaGIcNAc beta
1,4- galactosyltransferase, polypeptide 6
(B4GALTS6), [NM_004775]

BAG4

A _23_P146217

0,00249

0,00029

Homo sapiens BCL2-associated athanogene 4
(BAG4), [NM_004874]

BARX1

A 23 P32279

0,00539

0,00151

Homo sapiens BARX homeobox 1 (BARX1),
[NM_021570]

BC040838

A _33_P3240763

0,00491

0,00083

Homo sapiens cDNA clone IMAGE:5302821.
[BC040838]

BC045716

A_32_P191895

0,0021

0,00004

Homo sapiens cDNA clone IMAGE:5261156.
[BC045716]

BC067112

A_33_P3574055

0,00427

0,00002

Homo sapiens cDNA clone IMAGE:5737211.
[BC067112]

BLZF1

A_24 P119259

0,00328

3,16E-06

Homo sapiens basic leucine zipper nuclear
factor 1 (BLZF1), [NM_003666]
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BPTF

A _33_P3269453

-2,01

0,00049

0,00001

Homo sapiens bromodomain PHD finger
transcription factor, (cDNA clone
IMAGE:5113116), with apparent retained
intron. [BC039881]

BRCC3

A _33_P3385461

-2,29

0,0026

3,09E-06

Homo sapiens BRCA1/BRCA2-containing
complex, subunit 3 (BRCC3), transcript
variant 2, [NM_001018055]

BTG3

A_23_P80068

-2,00

0,00031

7,01E-06

Homo sapiens BTG family, member 3
(BTG3), transcript variant 2, [NM_006806]

BU584355

A _33_P3334275

2,31

0,00386

0,00014

3596278H1 FIBPNOTO01 Homo sapiens
cDNA clone 3596278 5', sequence
[BU584355]

BUB3

A _23_P320658

-2,34

0,00067

4,21E-06

Homo sapiens budding uninhibited by
benzimidazoles 3 homolog (yeast) (BUB3),
transcript variant 1, [NM_004725]

BX106347

A _33_P3842629

2,65

0,00501

0,00191

BX106347 NCI_CGAP_Co3 Homo sapiens
cDNA clone IMAGP9981212230, sequence
[BX106347]

C100rf90

A _32_P191441

-3,14

0,00918

0,00576

Homo sapiens chromosome 10 open reading
frame 90 (C100rf90), [NM_001004298]

Cl2orfll

A 23 P36464

-2,80

0,00206

0,00017

Homo sapiens chromosome 12 open reading
frame 11 (C120rf11), [NM_018164]

Cl2orf1l

A_33_P3232280

-2,41

0,00017

3,09E-06

Homo sapiens chromosome 12 open reading
frame 11 (C120rf11), [NM_018164]

C140rf106

A_23_P364107

-2,04

0,00125

0,00013

Homo sapiens chromosome 14 open reading
frame 106 (C140rf106), [NM_018353]

C160rf92

A_32_P48559

2,34

0,00248

0,00017

Homo sapiens chromosome 16 open reading
frame 92 (C160rf92), transcript variant 2,
[NM_001109660]

C170rf57

A_33_P3307013

-2,24

0,00362

0,00388

Homo sapiens chromosome 17 open reading
frame 57 (C170rf57), [NM_152347]

C170rf70

A 23 P113417

2,10

0,00757

5,38E-06

Homo sapiens chromosome 17 open reading
frame 70 (C170rf70), transcript variant 2,
[NM_025161]

Clorf103

A 23 P160689

-2,19

0,00721

6,24E-06

Homo sapiens chromosome 1 open reading
frame 103 (C1orf103), transcript variant 1,
[NM_018372]

Clorfl52

A 33 P3345743

-2,05

0,00112

0,00148

Homo sapiens chromosome 1 open reading
frame 152 (C1orf152), non-coding RNA
[NR_003242]

Clorf213

A_33 P3363720

2,04

0,00091

0,00371

Homo sapiens chromosome 1 open reading
frame 213 (Clorf213), transcript variant 2,
[NM_001008896]

C200rf151

A _32_P331052

2,14

0,00201

0,00066

Homo sapiens chromosome 20 open reading
frame 151 (C200rf151), [NM_080833]

C3orf23

A 23 P319874

-2,81

0,00325

0,00026

Homo sapiens chromosome 3 open reading
frame 23 (C30rf23), transcript variant 3,
[NM_001029840]

C4orfl0

A 33 P3374264

2,90

0,00026

0,00265

Homo sapiens chromosome 4 open reading
frame 10 (C4orf10), non-coding RNA
[NR_015453]

Cé6orf123

A_33_P3233499

3,15

0,00059

0,00033

Homo sapiens chromosome 6 open reading
frame 123 (C60rf123), non-coding RNA
[NR_026773]

C6orf145

A_24_P272290

2,03

0,00384

0,00002

Homo sapiens chromosome 6 open reading
frame 145 (C60rf145), [NM_183373]

Céorf211

A_33_P3294836

-2,24

0,00092

7,93E-06

Homo sapiens chromosome 6 open reading
frame 211 (C6orf211), [NM_024573]

C7orf58

A_24_P187799

-2,39

0,00867

0,00044

Homo sapiens chromosome 7 open reading
frame 58 (C70rf58), transcript variant 1,
[NM_024913]

C9orf102

A_33_P3269598

-2,06

0,00849

0,00005

Homo sapiens ; cDNA DKFZp43401521
(from clone DKFZp43401521). [AL133663]

C9orf40

A 24 P43876

-2,17

0,00441

0,00004

Homo sapiens chromosome 9 open reading
frame 40 (C90rf40), [NM_017998]

CAB39

A 23 P79426

-2,52

0,00341

8,56E-06

Homo sapiens calcium binding protein 39
(CAB39), [NM_016289]

CALM1

A_24 P313186

-2,01

0,00283

0,00005

Homo sapiens calmodulin 1 (phosphorylase
kinase, delta) (CALM1), transcript variant 1,
[NM_006888]

CALY

A_33_P3318646

2,38

0,00625

0,00016

Homo sapiens calcyon neuron-specific
vesicular protein (CALY), [NM_015722]

CASD1

A_33_P3231120

-2,26

0,00396

0,00012

Homo sapiens CAS1 domain containing 1
(CASD1), [NM_022900]
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CASKIN1

A_33_P3349552

2,44

0,00708

0,00086

Homo sapiens CASK interacting protein 1
(CASKIN1), [NM_020764]

CASP3

A_33_P3278118

-2,21

1,47E-06

0,00004

Homo sapiens caspase 3, apoptosis-related
cysteine peptidase (CASP3), transcript variant
alpha, [NM_004346]

CASP8

A_24_P148499

-2,01

0,00099

0,00002

Homo sapiens caspase 8, apoptosis-related
cysteine peptidase (CASP8), transcript variant
E, [NM_033358]

CASP8AP2

A_33_P3382959

-2,02

0,00011

0,00008

Homo sapiens caspase 8 associated protein 2
(CASP8AP?2), transcript variant 1,
[NM_012115]

CCBL2

A _33_P3318696

-2,25

0,00031

0,00001

Homo sapiens cysteine conjugate-beta lyase 2
(CCBL2), transcript variant 1,
[NM_001008661]

CCDC144A

A_33_P3390580

-2,09

0,00044

0,00003

Homo sapiens coiled-coil domain containing
144A (CCDC144A), [NM_014695]

CCDC47

A_24_P61864

-2,16

0,00059

7,31E-06

Homo sapiens coiled-coil domain containing
47 (CCDCA47), [NM_020198]

CCL25

A 33 P3312242

2,16

0,00836

0,00321

Homo sapiens chemokine (C-C motif) ligand
25 (CCL25), [NM_005624]

CCNT2

A 24 P174341

-2,68

0,0008

0,00002

Homo sapiens cyclin T2 (CCNT2), transcript
variant b, [NM_058241]

CD46

A_23_P35230

-2,38

0,00193

0,00002

Homo sapiens CD46 molecule, complement
regulatory protein (CD46), transcript variant
n, [NM_172350]

CDC27

A_33_P3360718

-2,88

0,00007

0,00002

Homo sapiens cell division cycle 27 homolog
(S. cerevisiae) (CDC27), transcript variant 1,
[NM_001114091]

CEP170

A 24 P36944

-2,13

0,00053

0,00006

Homo sapiens centrosomal protein 170kDa
(CEP170), transcript variant alpha,
[NM_014812]

CEP350

A 33 P3244872

-2,10

0,00252

0,00012

Homo sapiens centrosomal protein 350kDa
(CEP350), [NM_014810]

CHD1

A_23 P70201

-2,10

0,00011

1,55E-06

Homo sapiens chromodomain helicase DNA
binding protein 1 (CHD1), [NM_001270]

CHD2

A 24 P85317

-2,36

0,00415

0,00019

Homo sapiens chromodomain helicase DNA
binding protein 2 (CHD2), transcript variant
2, [NM_001042572]

CHD9

A_24_P942250

-2,01

0,00445

0,0003

Homo sapiens chromodomain helicase DNA
binding protein 9 (CHD9), [NM_025134]

CHORDC1

A_33_P3502037

-2,45

0,00112

0,00006

Homo sapiens cysteine and histidine-rich
domain (CHORD)-containing 1 (CHORDC1),
transcript variant 1, [NM_012124]

CISD3

A_33_P3362636

3,31

0,00919

0,00031

Homo sapiens CDGSH iron sulfur domain 3
(CISD3), [NM_001136498]

CLK1

A 33 P3211513

-2,12

0,00046

0,00003

Homo sapiens CDC-like kinase 1 (CLK1),
transcript variant 2, [NM_001162407]

CMAS

A 32_P73045

-2,02

0,00351

5,69E-06

Homo sapiens cytidine monophosphate N-
acetylneuraminic acid synthetase (CMAS),
[NM_018686]

CN285977

A_33_P3396851

3,65

0,00338

0,0008

17000532196378 GRN_ES Homo sapiens
cDNA5', sequence [CN285977]

CNTLN

A_33_P3296240

-2,32

0,0001

0,00002

Homo sapiens centlein, centrosomal protein
(CNTLN), transcript variant 1, [NM_017738]

CRNKL1

A_24_P40229

-2,14

0,00059

0,00001

Homo sapiens crooked neck pre- splicing
factor-like 1 (Drosophila) (CRNKL1),
[NM_016652]

CRY1

A_24 P407235

-3,05

0,00055

0,00001

Homo sapiens cryptochrome 1 (photolyase-
like) (CRY1), [NM_004075]

CSDA

A 24 _P625382

-2,00

0,00017

3,86E-06

Homo sapiens cold shock domain protein A
(CSDA), transcript variant 1, [NM_003651]

CT47A11

A_32_P207124

2,95

0,00504

0,00008

Homo sapiens cancer/testis antigen family 47,
member A1l (CT47A11), [NM_173571]

CTAGES

A 24 _P333326

-4,29

0,00155

4,21E-06

Homo sapiens CTAGE family, member 5
(CTAGE5), [NM_203355]

CwcC22

A_23 P373799

-2,33

0,00363

0,00003

Homo sapiens CWC22 spliceosome-
associated protein homolog (S. cerevisiae)
(CWC22), [NM_020943]

CXorfl5

A_23_P146997

-2,40

0,00105

3,09E-06

Homo sapiens chromosome X open reading
frame 15 (CXorf15), transcript variant 1,
[NM_018360]

CYLD

A 33 _P3251771

-2,08

0,00991

0,00009

Homo sapiens cylindromatosis (turban tumor
syndrome) (CYLD), transcript variant 1,
[NM_015247]
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CYP19A1

A_32_P86289

3,41

0,00049

0,00005

Homo sapiens cytochrome P450, family 19,
subfamily A, polypeptide 1 (CYP19A1),
transcript variant 2, [NM_031226]

DA372173

A_33_P3363001

2,54

0,00782

0,00129

DA372173 BRTHA2 Homo sapiens cDNA
clone BRTHA2002342 5', sequence
[DA372173]

DCK

A_24_P89080

-4,11

0,00128

0,00002

Homo sapiens deoxycytidine kinase (DCK),
[NM_000788]

DDX59

A_24_P156886

-2,19

0,0001

6,24E-06

Homo sapiens DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box
polypeptide 59 (DDX59), [NM_001031725]

DEFB116

A_33_P3278689

2,87

0,00867

0,00083

Homo sapiens defensin, beta 116 (DEFB116),
[NM_001037731]

DEFB127

A 23 P385843

2,52

0,00615

0,00061

Homo sapiens defensin, beta 127 (DEFB127),
[NM_139074]

DENND1B

A _23_P201605

-2,01

1,88E-06

0,00002

Homo sapiens DENN/MADD domain
containing 1B (DENND1B), transcript variant
2, [NM_144977]

DLG1

A 33 P3224380

-2,09

0,00324

0,00002

Homo sapiens discs, large homolog 1
(Drosophila) (DLGL), transcript variant 1,
[NM_001098424]

DMXL2

A 23 P327361

-2,09

0,00575

0,00001

Homo sapiens Dmx-like 2 (DMXL2),
[NM_015263]

DNAJB4

A_24_P393958

-2,55

0,00252

0,00004

Homo sapiens DnaJ (Hsp40) homolog,
subfamily B, member 4 (DNAJB4),
[NM_007034]

DNM1

A_33_P3329419

2,11

0,00289

0,00021

Homo sapiens dynamin 1 (DNML1), transcript
variant 1, [NM_004408]

DSCAM

A 23 P211141

2,35

0,00191

0,00072

Homo sapiens Down syndrome cell adhesion
molecule (DSCAM), transcript variant 1,
[NM_001389]

DUSP1

A 23 P110712

-2,09

0,00276

0,00025

Homo sapiens dual specificity phosphatase 1
(DUSP1), [NM_004417]

DYRK1A

A_33_P3406998

-2,13

0,00523

0,00155

Homo sapiens dual-specificity tyrosine-(Y)-
phosphorylation regulated kinase 1A
(DYRK1A), transcript variant 5,
[NM_130438]

EAF1

A_24_P941930

-2,01

0,00228

0,00008

Homo sapiens ELL associated factor 1
(EAF1), [NM_033083]

EIF2AK3

A _23_P135857

-2,33

0,00147

0,00004

Homo sapiens eukaryotic translation initiation
factor 2-alpha kinase 3 (EIF2AK3),
[NM_004836]

EIFAE

A_32_P203300

-2,01

0,00075

8,43E-06

Homo sapiens eukaryotic translation initiation
factor 4E (EIF4E), transcript variant 2,
[NM_001130679]

EIF4E3

A 24 P943113

-2,03

0,00365

0,00005

Homo sapiens eukaryotic translation initiation
factor 4E family member 3 (EIF4E3),
transcript variant 2, [NM_173359]

EML4

A 23 P143127

-2,27

0,00002

4,21E-06

Homo sapiens echinoderm microtubule
associated protein like 4 (EML4), transcript
variant 1, [NM_019063]

ENST00000373844

A_33 P3257558

-2,78

0,00059

0,00004

centrosomal protein 110kDa [Source:HGNC
Symbol;Acc:1858]

ENST00000391568

A_33_P3244279

-2,35

0,00046

0,00054

Unknown

ENST00000398113

A_33_P3209185

2,48

0,00315

8,82E-06

Putative uncharacterized protein
ENSP00000381183 Fragment
[Source:UniProtkKB/TrEMBL;Acc:ASMYM2]

ENST00000398133

A_33_P3253006

2,11

0,00215

0,00213

crystallin, alpha A [Source:HGNC
Symbol;Acc:2388]

ENST00000409763

A_33_P3300297

-2,00

0,00529

0,00007

family with sequence similarity 126, member
A [Source:HGNC Symbol;Acc:24587]

ENST00000410117

A_33_P3339388

-2,33

0,00432

0,00001

WAS/WASL interacting protein family,
member 1 [Source:HGNC
Symbol;Acc:12736]

EP300

A_23 P40693

-2,39

0,00626

0,00001

Homo sapiens E1A binding protein p300
(EP300), [NM_001429]

EVI5

A_23 P34942

-3,39

0,00529

0,00001

Homo sapiens ecotropic viral integration site
5 (EVI5), [NM_005665]

EXOC6

A_32_P58280

-2,08

0,00415

0,00005

Homo sapiens exocyst complex component 6
(EXOCS), transcript variant 1, [NM_019053]

FAM115A

A_32_P56525

-2,05

0,00578

0,00001

Homo sapiens family with sequence similarity
115, member A (FAM115A), [NM_014719]

FAMGOA

A_32_P103837

-2,00

0,00753

8,84E-06

Homo sapiens family with sequence similarity
60, member A (FAMG60A), transcript variant
2, [NM_021238]
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FAMG9A

A_33_P3329023

0,00829

0,00011

Homo sapiens family with sequence similarity
69, member A (FAM69A), [NM_001006605]

FAMT74A1

A_33_P3704738

0,00109

0,00395

Homo sapiens family with sequence similarity
74, member Al (FAM74A1), non-coding
RNA [NR_026803]

FAM91A1

A_24_P845072

0,00001

3,50E-06

Homo sapiens family with sequence similarity
91, member Al (FAM91A1), [NM_144963]

FBXO11

A 23 _P356101

0,00068

0,00021

Homo sapiens F-box protein 11 (FBX011),
transcript variant 3, [NM_012167]

FBXO11

A 24 P357536

0,0006

0,00006

Homo sapiens F-box protein 11 (FBX011),
transcript variant 3, [NM_012167]

FBXW4

A_23_P342825

0,00109

5,69E-06

Homo sapiens F-box and WD repeat domain
containing 4 (FBXW4), [NM_022039]

FBXWS5

A_23_P112397

0,00763

7,57E-06

Homo sapiens F-box and WD repeat domain
containing 5 (FBXWS5), [NM_018998]

FGFR10P2

A_33_P3369262

-2,51

0,00091

0,0001

Homo sapiens FGFR1 oncogene partner 2
(FGFR10OP2), transcript variant 1,
[NM_015633]

FIGNL1

A_23_P302681

-2,05

0,00257

0,00004

Homo sapiens fidgetin-like 1 (FIGNL1),
transcript variant 1, [NM_001042762]

FMNL2

A 33 _P3310552

-2,07

0,00001

0,00002

Homo sapiens cDNA FLJ16308 fis, clone
PUAEN2006335. [AK131316]

GALE

A 23 P160154

2,19

0,00776

0,00001

Homo sapiens UDP-galactose-4-epimerase
(GALE), transcript variant 1, [NM_000403]

GAPDHS

A_23_P67646

3,60

0,00326

0,00078

Homo sapiens glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase, spermatogenic (GAPDHS),
[NM_014364]

GBAP1

A_32_P512061

2,30

0,00529

8,91E-06

Homo sapiens glucosidase, beta, acid
pseudogene 1 (GBAP1), non-coding RNA
[NR_002188]

GCC2

A 24 _P290502

-2,74

0,0017

3,86E-06

Homo sapiens GRIP and coiled-coil domain
containing 2 (GCC2), transcript variant 1,
[NM_181453]

GCC2

A 33 P3247933

-2,51

0,00059

8,26E-06

Homo sapiens GRIP and coiled-coil domain
containing 2 (GCC2), transcript variant 1,
[NM_181453]

GEN1

A 24 P177585

-2,25

0,00221

0,00035

Homo sapiens Gen homolog 1, endonuclease
(Drosophila) (GEN1), transcript variant 1,
[NM_182625]

GGT1

A 24 P178175

2,11

0,00178

0,00003

Homo sapiens gamma-glutamyltransferase 1
(GGT1), transcript variant 1, [NM_005265]

GLUL

A 24 P53976

-2,00

0,00347

5,92E-06

Homo sapiens glutamate-ammonia ligase
(glutamine synthetase) (GLUL), transcript
variant 1, [NM_002065]

GMFB

A_23 P205611

-2,44

0,00227

0,00004

Homo sapiens glia maturation factor, beta
(GMFB), [NM_004124]

GOLGAS5

A 23 P3193

-2,26

0,0006

8,26E-06

Homo sapiens golgin A5 (GOLGAS5),
[NM_005113]

GOLIM4

A 24 P191664

-2,45

0,0013

0,00024

Homo sapiens golgi integral membrane
protein 4 (GOLIM4), [NM_014498]

GRXCR2

A _33_P3421978

3,74

0,00044

0,00069

Homo sapiens glutaredoxin, cysteine rich 2
(GRXCR?2), [NM_001080516]

H2AFV

A_23 P316487

-2,37

0,00056

0,00006

Homo sapiens H2A histone family, member V
(H2AFV), transcript variant 2, [NM_138635]

HAO2

A_23_P46105

2,11

0,00763

0,0039

Homo sapiens hydroxyacid oxidase 2 (long
chain) (HAO2), [NM_001005783]

HBS1L

A_23_P429092

-2,21

0,00033

0,00006

Homo sapiens HBS1-like (S. cerevisiae)
(HBS1L), transcript variant 3,
[NM_001145207]

HCFC2

A 23 P25403

-2,08

0,00023

0,00003

Homo sapiens host cell factor C2 (HCFC2),
[NM_013320]

HERC4

A 23 P202408

-2,47

0,00029

8,91E-06

Homo sapiens hect domain and RLD 4
(HERCA4), transcript variant 1, [NM_022079]

HIAT1

A _23_P45851

-2,01

0,00021

6,19E-06

Homo sapiens hippocampus abundant
transcript 1 (HIAT1), [NM_033055]

HIF1A

A 33 P3231277

-3,06

0,00024

5,09E-06

Homo sapiens hypoxia inducible factor 1,
alpha subunit (basic helix-loop-helix
transcription factor) (HIFLA), transcript
variant 2, [NM_181054]

HIPK1

A_32_P231446

-2,01

0,00517

9,79E-06

Homo sapiens homeodomain interacting
protein kinase 1 (HIPK1), transcript variant 1,
[NM_198268]

HIPK2

A_24 P681011

-2,48

0,00573

0,00003

Homo sapiens homeodomain interacting
protein kinase 2 (HIPK?2), transcript variant 1,
[NM_022740]
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HIRA

A 23 P154938

-2,45

0,00253

0,00002

Homo sapiens HIR histone cell cycle
regulation defective homolog A (S.
cerevisiae) (HIRA), [NM_003325]

HISPPD1

A 23 P213661

-2,25

0,00223

5,69E-06

Homo sapiens histidine acid phosphatase
domain containing 1 (HISPPD1),
[NM_015216]

HNRNPH2

A _33_P3255647

-2,78

0,0011

9,95E-06

Homo sapiens heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein H2 (H') (HNRNPH2),
transcript variant 1, [NM_019597]

HPS3

A _23_P40821

-2,12

0,00212

0,00002

Homo sapiens Hermansky-Pudlak syndrome 3
(HPS3), [NM_032383]

HPVC1

A_33_P3390955

3,05

0,00107

0,00008

Homo sapiens human papillomavirus (type
18) E5 central sequence-like 1 (HPVC1), non-
coding RNA [NR_004422]

HSD17B12

A _33_P3335042

-2,18

0,00538

0,00003

Homo sapiens hydroxysteroid (17-beta)
dehydrogenase 12 (HSD17B12),
[NM_016142]

HSP90AA1

A 32 _P199252

-2,82

0,00007

0,00004

Homo sapiens heat shock protein 90kDa alpha
(cytosolic), class A member 1 (HSP90AAL),
transcript variant 1, [NM_001017963]

HSP90AA2

A_33_P3849600

-2,15

0,00011

0,00006

Human heat shock protein 86 , 5'end.
[M30627]

HSP90B1

A 33 P3408212

-2,45

0,00059

8,26E-06

Homo sapiens heat shock protein 90kDa beta
(Grp94), member 1 (HSP90B1),
[NM_003299]

HSPA13

A 24 P134392

-2,21

0,00392

0,00002

Homo sapiens heat shock protein 70kDa
family, member 13 (HSPA13), [NM_006948]

IFT74

A 23 P255714

-2,09

0,0003

0,00321

Homo sapiens intraflagellar transport 74
homolog (Chlamydomonas) (IFT74),
transcript variant 1, [NM_025103]

IL6ST

A_33_P3233834

-2,05

0,00015

0,00003

Homo sapiens interleukin 6 signal transducer
(gp130, oncostatin M receptor) (IL6ST),
transcript variant 2, [NM_175767]

IL6ST

A 33 _P3233841

-2,14

0,00008

5,69E-06

Homo sapiens interleukin 6 signal transducer
(gp130, oncostatin M receptor) (IL6ST),
transcript variant 1, [NM_002184]

IL6ST

A_33 P3287338

-2,64

0,00134

0,00007

Homo sapiens interleukin 6 signal transducer
(9p130, oncostatin M receptor) (IL6ST),
transcript variant 2, [NM_175767]

IMPA1

A_33_P3370109

-4,10

0,00042

0,00003

Homo sapiens inositol(myo)-1(or 4)-
monophosphatase 1 (IMPA1), transcript
variant 3, [NM_001144879]

IPO7

A 32 _P186226

-2,03

0,00933

0,00015

Homo sapiens importin 7 (IPO7),
[NM_006391]

IRAK2

A_33_P3352970

-2,44

0,00044

0,00005

Homo sapiens interleukin-1 receptor-
associated kinase 2 (IRAK2), [NM_001570]

IVNS1ABP

A_33_P3280875

-2,53

0,00554

0,00013

Homo sapiens influenza virus NS1A binding
protein (IVNS1ABP), [NM_006469]

JMJD1C

A _23_P427217

-2,06

0,00269

3,50E-06

Homo sapiens jumonji domain containing 1C
(JMJD1C), transcript variant 1,
[NM_032776]

KCTD9

A_33 P3297399

-2,22

0,00012

0,00003

Homo sapiens potassium channel
tetramerisation domain containing 9
(KCTD9), [NM_017634]

KDM1B

A 23 P338401

-2,52

0,00172

0,0001

Homo sapiens lysine (K)-specific demethylase
1B (KDM1B), [NM_153042]

KDM4C

A_23_P112201

-2,25

0,00007

0,00002

Homo sapiens lysine (K)-specific demethylase
4C (KDM4C), [NM_015061]

KIAAO0776

A_23 P30956

-2,16

0,00055

8,91E-06

Homo sapiens KIAA0776 (KIAAQ776),
[NM_015323]

KIAA1033

A _23_P394545

-2,06

0,00001

0,00006

Homo sapiens KIAA1033 (KIAA1033),
[NM_015275]

KIAA1826

A_33_P3323520

-2,13

0,00378

0,00017

Homo sapiens KIAA1826 (KIAA1826),
[NM_032424]

KIFC3

A 23 P54576

2,18

0,00856

5,03E-06

Homo sapiens kinesin family member C3
(KIFC3), transcript variant 1, [NM_005550]

KIT

A_33_P3407034

2,43

0,00915

0,00687

Homo sapiens v-kit Hardy-Zuckerman 4
feline sarcoma viral oncogene homolog (KIT),
transcript variant 1, [NM_000222]

KLHL4

A 23 P171150

2,13

0,00618

0,00005

Homo sapiens kelch-like 4 (Drosophila)
(KLHL4), transcript variant 2, [NM_057162]

KPNA5

A _23_P156443

-2,09

0,00405

0,00032

Homo sapiens karyopherin alpha 5 (importin
alpha 6) (KPNAS5), [NM_002269]

KPNB1

A_33_P3390441

-2,00

0,00126

0,00001

Homo sapiens karyopherin (importin) beta 1
(KPNB1), [NM_002265]
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KRTAP4-2

A_23_P49988

2,01

0,00603

0,00014

Homo sapiens keratin associated protein 4-2
(KRTAP4-2), [NM_033062]

LACRT

A_23_P64825

3,13

0,004

0,00197

Homo sapiens lacritin (LACRT),
[NM_033277]

LACTB2

A 23 P252711

-2,19

0,00524

6,24E-06

Homo sapiens lactamase, beta 2 (LACTB2),
[NM_016027]

LAMP2

A _23_P416608

-2,03

0,00049

0,00006

Homo sapiens lysosomal-associated
membrane protein 2 (LAMP2), transcript
variant B, [NM_013995]

LARS

A 33_P3531828

-2,24

0,00593

9,71E-06

Homo sapiens leucyl-tRNA synthetase
(LARS), [NM_020117]

LEO1

A _33_P3270109

-2,09

0,00055

0,00001

Homo sapiens Leol, Paf1/RNA polymerase |1
complex component, homolog (S. cerevisiae)
(LEO1), [NM_138792]

LEPR

A 24 P231104

-2,48

0,00147

0,00031

Homo sapiens leptin receptor (LEPR),
transcript variant 3, [NM_001003679]

LHFPL3

A_32_P158083

2,78

0,00434

0,00298

Homo sapiens lipoma HMGIC fusion partner-
like 3 (LHFPL3), [NM_199000]

LMAN1

A_24_P159702

-3,01

0,00719

0,00002

Homo sapiens lectin, mannose-binding, 1
(LMAN1), [NM_005570]

LMBR1

A 23 P215214

-2,38

0,0021

0,00006

Homo sapiens limb region 1 homolog (mouse)
(LMBR1), [NM_022458]

LOC100128332

A_33_P3341479

2,04

0,00552

0,00028

PREDICTED: Homo sapiens hypothetical
LOC100128332, [XM_001715983]

LOC100129235

A_33_P3234764

2,07

0,0099

0,0018

Homo sapiens cDNA FLJ27410 fis, clone
WMC04875. [AK130920]

LOC100129675

A 33 P3244578

-2,45

0,00285

4,73E-06

Homo sapiens cDNA FLJ43071 fis, clone
BRTHA3009291. [AK125061]

LOC100129702

A_33_P3374365

2,36

0,00349

0,00042

PREDICTED: Homo sapiens similar to
RAB40A, member RAS oncogene family,
[XM_001717980]

LOC100129785

A_33_P3392004

0,00335

0,00462

Homo sapiens cDNA FLJ43295 fis, clone
MESTC2000153. [AK125285]

LOC100130051

A_33_P3364607

0,00867

0,00238

Homo sapiens cDNA FLJ45363 fis, clone
BRHIP3015854. [AK127296]

LOC100130921

A _33_P3254727

0,00618

0,00736

PREDICTED: Homo sapiens hypothetical
LOC100130921, [XM_001723862]

LOC100132247

A 33 P3212823

0,00899

0,00039

Homo sapiens similar to Uncharacterized
protein KIAA0220, [NM_001135865]

LOC100132541

A 33 P3283848

-2,51

0,00029

0,00008

PREDICTED: Homo sapiens similar to
glycosyltransferase 8 domain containing 3,
miscRNA [XR_037592]

LOC100133060

A_33_P3249731

2,29

0,00026

0,00001

PREDICTED: Homo sapiens hypothetical
LOC100133060, miscRNA [XR_039297]

LOC100133263

A_33_P3420013

2,11

0,00364

0,00005

PREDICTED: Homo sapiens hypothetical
LOC100133263, [XM_001717780]

LOC100270804

A_33_P3377239

-2,45

0,00158

0,00007

Homo sapiens hypothetical LOC100270804,
non-coding RNA [NR_026885]

LOC100292021

A_33_P3272568

-2,01

0,00328

0,00726

peroxiredoxin 4 [Source:HGNC
Symbol;Acc:17169] [ENST00000379331]

LOC344382

A 24 P135579

-2,25

0,00371

0,00002

PREDICTED: Homo sapiens similar to unr-
interacting protein, [XM_293026]

LOC441666

A_33_P3273266

-2,71

0,0054

0,00014

Homo sapiens zinc finger protein 91
pseudogene, non-coding RNA [NR_024380]

LOC644070

A_33 P3275893

2,55

0,00699

0,00024

Putative germ cell-specific gene 1-like protein
2 Precursor (GSG1-like protein 2)
[Source:UniProtKB/Swiss-
Prot;Acc:ASMUP6] [ENST00000399363]

LOC649395

A 24 P169574

0,00502

0,00015

Homo sapiens tyrosine 3-
monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase
activation protein, epsilon polypeptide
pseudogene (LOC649395), non-coding RNA
[NR_029404]

LOC650638

A 33 P3276222

0,00011

6,18E-06

PREDICTED: Homo sapiens similar to signal
recognition particle 54kDa, [XM_939727]

LOC729059

A_32_P174693

0,00405

0,00098

full-length cDNA clone CSODI006YL02 of
Placenta Cot 25-normalized of Homo sapiens
(human). [CR607811]

LOC729082

A 24 P655268

-2,25

0,0002

0,00001

Homo sapiens hypothetical protein
LOC729082, non-coding RNA [NR_026757]

LPGAT1

A_23_P46606

-2,02

0,00008

7,93E-06

Homo sapiens lysophosphatidylglycerol
acyltransferase 1 (LPGAT1), [NM_014873]

LRP12

A_23_P8906

-2,18

0,00092

0,00001

Homo sapiens low density lipoprotein
receptor-related protein 12 (LRP12), transcript
variant 1, [NM_013437]
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LRRC29

A_23_P49181

2,00

0,00523

0,00037

Homo sapiens leucine rich repeat containing
29, transcript variant 1, [NM_012163]

LUZP6

A_33_P3230090

-2,92

0,00105

0,00001

Homo sapiens leucine zipper protein 6
(LUZP6), [NM_001128619]

MACF1

A_23_P391778

-2,04

0,0001

7,93E-06

Homo sapiens microtubule-actin crosslinking
factor 1 (MACF1), transcript variant 2,
[NM_033044]

MAGOH

A_23_P200216

-2,11

0,00017

0,00005

Homo sapiens mago-nashi homolog,
proliferation-associated (Drosophila)
(MAGOH), [NM_002370]

MANEA

A_24 P187921

-2,16

0,00028

0,00016

Homo sapiens mannosidase, endo-alpha
(MANEA), [NM_024641]

MAPK6

A 24 P333663

-3,58

0,00107

5,12E-06

Homo sapiens mitogen-activated protein
kinase 6 (MAPKS6), [NM_002748]

MAPRE1

A 24 P220058

-2,10

0,00041

8,20E-06

Homo sapiens microtubule-associated protein,
RP/EB family, member 1 (MAPREL),
[NM_012325]

MAT2B

A 23 P81408

-2,00

0,00007

3,86E-06

Homo sapiens methionine adenosyltransferase
11, beta (MAT2B), transcript variant 2,
[NM_182796]

MAT2B

A 33 P3246543

-2,67

0,00031

8,20E-06

Homo sapiens methionine adenosyltransferase
11, beta (MAT2B), transcript variant 2,
[NM_182796]

MCM9

A 23 P30630

-2,04

0,00601

0,00022

Homo sapiens cDNA FLJ20170 fis, clone
COL09549. [AK000177]

MCTP1

A 23 P133293

-2,09

0,0054

9,95E-06

Homo sapiens multiple C2 domains,
transmembrane 1 (MCTP1), transcript variant
L, [NM_024717]

MDFIC

A 23 P327022

-2,46

0,00886

0,00001

Homo sapiens MyoD family inhibitor domain
containing (MDFIC), transcript variant 1,
[NM_199072]

MED30

A_23_P31866

-2,45

0,00012

6,24E-06

Homo sapiens mediator complex subunit 30
(MED30), [NM_080651]

MGEA5

A 24 _P67898

-2,22

0,00007

0,00004

Homo sapiens meningioma-expressed antigen
5s splice variant , complete cds. [AF307332]

MIER1

A_24_P230916

-2,32

0,00024

0,00004

Homo sapiens mesoderm induction early
response 1 homolog (Xenopus laevis)
(MIER1), [NM_001077702]

MIER3

A_33 P3227320

-2,03

0,00106

6,24E-06

Homo sapiens mesoderm induction early
response 1, family member 3 (MIER3),
[NM_152622]

MINPP1

A _23_P115885

-2,51

0,00378

0,00005

Homo sapiens multiple inositol polyphosphate
histidine phosphatase, 1 (MINPP1),
[NM_004897]

MITF

A_23_P426663

-2,50

0,00836

8,27E-06

Homo sapiens microphthalmia-associated
transcription factor (MITF), [NM_198159]

MPG

A 24 P48162

2,05

0,00106

2,04E-06

Homo sapiens N-methylpurine-DNA
glycosylase (MPG), transcript variant 1,
[NM_002434]

MRAP2

A_23 P357207

2,33

0,00666

0,00529

Homo sapiens melanocortin 2 receptor
accessory protein 2 (MRAP2), [NM_138409]

MSL3

A 23 P353514

-2,16

0,0023

0,00003

Homo sapiens male-specific lethal 3 homolog
(Drosophila) (MSL3), transcript variant 4,
[NM_078628]

MTR

A_23_P200936

-2,08

3,95E-06

0,00004

Homo sapiens 5-methyltetrahydrofolate-
homocysteine methyltransferase (MTR),
[NM_000254]

MYNN

A_33 P3303104

-2,14

0,00235

0,00001

Homo sapiens myoneurin (MYNN),
[NM_018657]

MYSM1

A 33 P3359518

-2,06

0,00114

0,00016

Homo sapiens Myb-like, SWIRM and MPN
domains 1 (MYSM1), [NM_001085487]

NAA30

A 24 _P66679

-2,00

0,00242

0,00004

Homo sapiens N(alpha)-acetyltransferase 30,
NatC catalytic subunit (NAA30),
[NM_001011713]

NAMPT

A_33 P3364864

-2,28

0,00062

0,00002

Homo sapiens nicotinamide
phosphoribosyltransferase (NAMPT),
[NM_005746]

NCRNAOQ0115

A_23_P149050

-2,14

0,00995

0,00003

Homo sapiens non-protein coding RNA 115
(NCRNAO00115), non-coding RNA
[NR_024321]

NDG6

A_23_P317056

-2,08

0,00052

0,00008

NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 6
(EC 1.6.5.3)(NADH dehydrogenase subunit 6)
[Source:UniProtKB/Swiss-Prot;Acc:P03923]
[ENST00000361681]
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NKX2-5

A _33_P3299599

2,59

0,0073

0,00009

Homo sapiens NK2 transcription factor
related, locus 5 (Drosophila) (NKX2-5),
transcript variant 2, [NM_001166175]

NPHP4

A_23_P351734

-2,03

0,00861

0,00042

Homo sapiens nephronophthisis 4 (NPHP4),
[NM_015102]

NUDCD1

A_24_P106794

-2,33

0,00234

0,00006

Homo sapiens NudC domain containing 1
(NUDCD?1), transcript variant 1,
[NM_032869]

OSBPL8

A_33_P3254191

-3,10

0,00026

4,21E-06

Homo sapiens oxysterol binding protein-like 8
(OSBPLS8), transcript variant 1,
[NM_020841]

OTOR

A_33_P3311830

2,14

0,00637

0,00077

Homo sapiens otoraplin (OTOR),
[NM_020157]

OXSR1

A_23_P418413

-2,15

9,40E-07

8,20E-06

Homo sapiens oxidative-stress responsive 1
(OXSR1), [NM_005109]

PACRGL

A_23_P390621

-2,25

0,00106

0,00028

Homo sapiens PARK2 co-regulated-like
(PACRGL), transcript variant 1,
[NM_145048]

PDCD6IP

A_32_P22338

-2,38

0,00188

9,76E-06

Homo sapiens programmed cell death 6
interacting protein (PDCD6IP), transcript
variant 1, [NM_013374]

PDIA4

A_23_P42802

-2,09

0,0026

0,00005

Homo sapiens protein disulfide isomerase
family A, member 4 (PDIA4), [NM_004911]

PDIK1L

A 24 _P405002

-2,06

0,00523

0,00022

Homo sapiens PDLIM1 interacting kinase 1
like (PDIK1L), transcript variant 1,
[NM_152835]

PGM2

A 23 P7172

-2,31

0,00047

0,00002

Homo sapiens phosphoglucomutase 2
(PGM2), [NM_018290]

PGM5P2

A_33_P3404097

-2,58

0,00042

5,69E-06

Homo sapiens phosphoglucomutase 5
pseudogene 2 (PGM5P2), non-coding RNA
[NR_002836]

PHF12

A_33_P3252889

2,18

0,00988

0,00035

Homo sapiens PHD finger protein 12
(PHF12), [NM_020889]

PIK3CA

A 23 P92057

-2,03

0,00002

8,49E-06

Homo sapiens phosphoinositide-3-kinase,
catalytic, alpha polypeptide (PIK3CA),
[NM_006218]

PKHD1

A 33 P3387420

0,00649

0,00097

Homo sapiens polycystic kidney and hepatic
disease 1 (autosomal recessive) (PKHD1),
transcript variant 1, [NM_138694]

PLAA

A_24 P78161

0,00064

0,00002

Homo sapiens phospholipase A2-activating
protein (PLAA), [NM_001031689]

PLCH1

A_23 P339240

0,00868

0,0034

Homo sapiens phospholipase C, eta 1
(PLCHL1), transcript variant 2, [NM_014996]

POLB

A_32_P34552

0,00916

0,00009

Homo sapiens polymerase (DNA directed),
beta (POLB), [NM_002690]

POLI

A_23_P306890

0,00009

0,00004

Homo sapiens polymerase (DNA directed)
iota (POLI), [NM_007195]

POLR1B

A 24 P942112

0,0028

0,00098

Homo sapiens ; cDNA DKFZp686N05112
(from clone DKFZp686N05112). [BX647683]

PPFIBP1

A 23 P337917

0,00405

0,00005

Homo sapiens PTPRF interacting protein,
binding protein 1 (liprin beta 1) (PPFIBP1),
transcript variant 2, [NM_177444]

PPIL4

A_23_P42507

0,00551

4,21E-06

Homo sapiens peptidylprolyl isomerase
(cyclophilin)-like 4 (PPIL4), [NM_139126]

PPM1A

A 23 P409553

0,00901

0,001

Homo sapiens protein phosphatase,
Mg2+/Mn2+ dependent, 1A (PPM1A),
transcript variant 2, [NM_177951]

PPM1A

A_24_P407323

0,00104

0,00004

Homo sapiens protein phosphatase,
Mg2+/Mn2+ dependent, 1A (PPM1A),
transcript variant 2, [NM_177951]

PPP1R12A

A_23_P204564

-2,04

0,00036

4,21E-06

Homo sapiens protein phosphatase 1,
regulatory (inhibitor) subunit 12A
(PPP1R12A), transcript variant 1,
[NM_002480]

PPP1R2

A 33 P3215720

-3,27

0,00719

6,24E-06

Homo sapiens protein phosphatase 1,
regulatory (inhibitor) subunit 2 (PPP1R2),
[NM_006241]

PPP4R?2

A_32_P228775

-2,65

0,00006

4,50E-06

Homo sapiens protein phosphatase 4,
regulatory subunit 2 (PPP4R2),
[NM_174907]

PREX2

A _33_P3394995

2,30

0,00283

0,00007

Homo sapiens phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphate-dependent Rac exchange factor
2 (PREX2), transcript variant 2,
[NM_025170]

PRKD3

A 24 _P165656

-3,29

0,00665

0,00003

Homo sapiens protein kinase D3 (PRKD3),
[NM_005813]
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PRKDC

A _33_P3337599

-3,17

0,00228

0,00005

Homo sapiens protein kinase, DNA-activated,
catalytic polypeptide (PRKDC), transcript
variant 1, [NM_006904]

PRPF8

A 23 P38219

2,35

0,00383

6,24E-06

Homo sapiens PRP8 pre- processing factor 8
homolog (S. cerevisiae) (PRPF8),
[NM_006445]

PSMD3

A 24 P289726

2,18

0,00915

4,21E-06

Homo sapiens proteasome (prosome,
macropain) 26S subunit, non-ATPase, 3
(PSMD3), [NM_002809]

PSPC1

A 33_P3232173

-2,53

0,00262

0,00252

paraspeckle component 1 [Source:HGNC
Symbol; Acc:20320] [ENST00000338910]

PTMS

A_33_P3333038

2,79

0,00369

0,00004

Homo sapiens parathymosin (PTMS),
[NM_002824]

PTP4AL

A_23_P81770

-2,90

0,00012

1,55E-06

Homo sapiens protein tyrosine phosphatase
type IVA, member 1 (PTP4A1),
[NM_003463]

PTP4A1

A_24_P252043

-2,25

0,0002

3,86E-06

Homo sapiens protein tyrosine phosphatase
type IVA, member 1 (PTP4A1),
[NM_003463]

PTPRC

A_23_P12392

-2,39

0,00077

0,00002

Homo sapiens protein tyrosine phosphatase,
receptor type, C (PTPRC), transcript variant 4,
[NM_080923]

PTPRC

A_33_P3309526

-2,31

8,07E-06

5,27E-06

Homo sapiens protein tyrosine phosphatase,
receptor type, C (PTPRC), transcript variant 1,
[NM_002838]

PTPRC

A 33 P3364811

-2,50

0,00005

5,55E-06

Homo sapiens protein tyrosine phosphatase,
receptor type, C (PTPRC), transcript variant 1,
[NM_002838]

RAB18

A_33_P3299754

-2,43

0,00188

0,00001

Homo sapiens RAB18, member RAS
oncogene family (RAB18), [NM_021252]

RAPGEF6

A_23_P144999

-3,13

0,0039

0,00002

Homo sapiens Rap guanine nucleotide
exchange factor (GEF) 6 (RAPGEF®6),
[NM_016340]

RASA2

A_33_P3287972

-2,49

0,00006

0,00001

Homo sapiens RAS p21 protein activator 2
(RASA2), [NM_006506]

RBM16

A_23 P111303

-2,18

0,00017

6,14E-06

Homo sapiens RNA binding motif protein 16
(RBM16), [NM_014892]

RBM22

A_23_P92895

-2,23

0,0001

0,00001

Homo sapiens RNA binding motif protein 22
(RBM22), [NM_018047]

RBM27

A 23 P92786

-2,03

0,00615

0,00001

Homo sapiens RNA hinding motif protein 27
(RBM27), [NM_018989]

RBMS8A

A_32_P62571

-2,05

0,00581

5,62E-06

Homo sapiens RNA binding motif protein 8A
(RBM8A), [NM_005105]

RC3H1

A_33 P3288774

-2,15

0,00033

0,00002

Homo sapiens ring finger and CCCH-type
zinc finger domains 1 (RC3H1),
[NM_172071]

RFK

A_23 P216708

-2,06

0,00003

6,20E-06

Homo sapiens riboflavin kinase (RFK),
[NM_018339]

RIN2

A_24_P305570

-2,02

0,00821

0,00007

Homo sapiens Ras and Rab interactor 2
(RIN2), [NM_018993]

RNF165

A_24_P348083

2,53

0,00803

0,00019

Homo sapiens cDNA FLJ90080 fis, clone
HEMBA1004797. [AK074561]

RNFT1

A 23 P207299

-2,24

0,0095

0,00001

Homo sapiens ring finger protein,
transmembrane 1 (RNFT1), [NM_016125]

RNH1

A 24 P415601

2,04

0,00656

0,00006

Homo sapiens ribonuclease/angiogenin
inhibitor 1 (RNH1), transcript variant 1,
[NM_002939]

ROCK1

A_23 P130429

-2,76

0,0003

5,38E-06

Homo sapiens Rho-associated, coiled-coil
containing protein kinase 1 (ROCKZ1),
[NM_005406]

RP11-631M21.2

A 24 P813147

2,20

0,00273

0,00001

Homo sapiens tubulin, beta 8 (TUBBS),
transcript variant 1, [NM_177987]

RP2

A 23 P22433

-2,11

9,40E-07

0,00001

Homo sapiens retinitis pigmentosa 2 (X-
linked recessive) (RP2), [NM_006915]

RRM2B

A 33 P3323384

-2,27

0,00742

0,00006

Homo sapiens ribonucleotide reductase M2 B
(TP53 inducible) (RRM2B), transcript variant
1, [NM_015713]

RSL1D1

A_23_P54605

-2,23

0,00169

3,86E-06

Homo sapiens ribosomal L1 domain
containing 1 (RSL1D1), [NM_015659]

RSU1

A_23_P149813

-2,57

0,00127

0,00002

Homo sapiens Ras suppressor protein 1
(RSU1), transcript variant 1, [NM_012425]

RWDD3

A 23 P933

-2,30

0,00247

3,86E-06

Homo sapiens RWD domain containing 3
(RWDD3), transcript variant 1,
[NM_015485]
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S100A10

A_23_P137984

-2,11

0,00178

3,09E-06

Homo sapiens S100 calcium binding protein
A10 (S100A10), [NM_002966]

SACM1L

A_23_P212383

-2,13

0,00033

0,00006

Homo sapiens SAC1 suppressor of actin
mutations 1-like (yeast) (SACM1L),
[NM_014016]

SCGB1A1

A_23_P150583

2,03

0,00041

0,0014

Homo sapiens secretoglobin, family 1A,
member 1 (uteroglobin) (SCGB1A1),
[NM_003357]

SCP2

A 24 P156922

-2,51

0,00867

0,00001

Homo sapiens sterol carrier protein 2 (SCP2),
transcript variant 2, [NM_001007098]

SCYL2

A_33_P3292829

-2,60

0,00017

0,00004

Homo sapiens SCY1-like 2 (S. cerevisiae)
(SCYL2), [NM_017988]

SEC24B

A _23_P69683

-2,88

0,00024

9,16E-06

Homo sapiens SEC24 family, member B (S.
cerevisiae) (SEC24B), transcript variant 1,
[NM_006323]

SECISBP2L

A 24 P82135

0,00112

0,00007

Homo sapiens SECIS binding protein 2-like
(SECISBP2L), [NM_014701]

SELT

A 33 P3305851

0,00533

0,00002

Homo sapiens selenoprotein T (SELT),
[NM_016275]

SEPT7

A_24 P291973

0,00014

0,00004

Homo sapiens septin 7 (SEPT?7), transcript
variant 2, [NM_001011553]

SET

A 23 P217015

0,00034

0,0001

Homo sapiens SET nuclear oncogene (SET),
transcript variant 2, [NM_003011]

SETX

A 24 _P940921

0,00025

6,24E-06

Homo sapiens senataxin (SETX),
[NM_015046]

SF1

A 24 P235783

0,004

0,00006

Homo sapiens splicing factor 1 (SF1),
transcript variant 4, [NM_201997]

SFTPB

A_33_P3275873

0,00346

0,00311

Homo sapiens surfactant protein B (SFTPB),
transcript variant 1, [NM_000542]

SGSM3

A_23_P166491

0,0048

0,00002

Homo sapiens small G protein signaling
modulator 3 (SGSM3), [NM_015705]

SHOX

A 23 P22761

0,00374

0,00046

Homo sapiens short stature homeobox
(SHOX), transcript variant 2, [NM_006883]

SLC10A6

A 33 P3212102

0,00075

0,00112

Homo sapiens solute carrier family 10
(sodium/bile acid cotransporter family),
member 6 (SLC10A6), [NM_197965]

SLC25A43

A 23 P125668

-2,36

0,00376

7,27E-06

Homo sapiens solute carrier family 25,
member 43 (SLC25A43), nuclear gene
encoding mitochondrial protein,
[NM_145305]

SLC30A6

A_24_P342807

-2,45

0,0081

0,00005

Homo sapiens solute carrier family 30 (zinc
transporter), member 6 (SLC30A6),
[NM_017964]

SLC33A1

A_33_P3251108

-2,36

0,00133

0,00001

Homo sapiens solute carrier family 33 (acetyl-
CoA transporter), member 1 (SLC33A1),
[NM_004733]

SLC35A3

A 33 P3383331

-2,06

0,00301

0,00022

Homo sapiens solute carrier family 35 (UDP-
N-acetylglucosamine (UDP-GIcNAc)
transporter), member A3 (SLC35A3),
[NM_012243]

SLC38A2

A 23 P218079

-2,60

0,00378

0,00009

Homo sapiens solute carrier family 38,
member 2 (SLC38A2), [NM_018976]

SLC39A6

A 24 P156049

-2,42

0,00053

4,82E-06

Homo sapiens solute carrier family 39 (zinc
transporter), member 6 (SLC39A6), transcript
variant 1, [NM_012319]

SMAD4

A 23 P27346

-2,45

9,40E-07

7,11E-06

Homo sapiens SMAD family member 4
(SMAD4), [NM_005359]

SMARCA2

A 23 P252764

-2,22

0,00343

0,00006

Homo sapiens SWI/SNF related, matrix
associated, actin dependent regulator of
chromatin, subfamily a, member 2
(SMARCAZ2), transcript variant 2,
[NM_139045]

SMARCAS5

A 23 P256716

-3,26

0,00027

8,20E-06

Homo sapiens SWI/SNF related, matrix
associated, actin dependent regulator of
chromatin, subfamily a, member 5
(SMARCAS5), [NM_003601]

SMC1A

A_33_P3290909

-4,05

0,00185

4,89E-06

Homo sapiens structural maintenance of
chromosomes 1A (SMC1A), [NM_006306]

SMC5

A_32_P126609

-2,15

0,00864

0,0001

Homo sapiens structural maintenance of
chromosomes 5 (SMC5), [NM_015110]

SMCHD1

A_24_P400997

-2,35

0,00073

7,63E-06

Homo sapiens structural maintenance of
chromosomes flexible hinge domain
containing 1 (SMCHD1), [NM_015295]

SMOC2

A _33_P3351416

2,61

0,00375

0,00376

Homo sapiens SPARC related modular
calcium binding 2 (SMOC?2), transcript
variant 1, [NM_022138]
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SNORD3B-1

A _33_P3252333

-2,14

0,00014

0,00034

Homo sapiens small nucleolar RNA, C/D box
3B-1 (SNORD3B-1), small nucleolar RNA
[NR_003271]

SNRPE

A_33_P3320152

-2,36

0,00283

0,00002

Homo sapiens small nuclear ribonucleoprotein
polypeptide E (SNRPE), [NM_003094]

SNX10

A_33_P3289536

-2,39

0,00585

0,00001

Homo sapiens sorting nexin 10 (SNX10),
[NM_013322]

SON

A 24 P67142

-2,28

0,00007

0,00005

Homo sapiens SON DNA binding protein
(SON), transcript variant b, [NM_032195]

SOX30

A _33_P3260563

2,33

0,00085

0,00116

Homo sapiens SRY (sex determining region
Y)-box 30 (SOX30), transcript variant 2,
[NM_007017]

SPINKY7

A 23 P213832

3,08

0,00053

0,0001

Homo sapiens serine peptidase inhibitor,
Kazal type 7 (putative) (SPINK7),
[NM_032566]

SPTY2D1

A_23_P429082

-3,05

0,00043

3,09E-06

Homo sapiens SPT2, Suppressor of Ty,
domain containing 1 (S. cerevisiae)
(SPTY2D1), [NM_194285]

SSFA2

A_23_P102060

-2,04

0,00119

0,00003

Homo sapiens sperm specific antigen 2
(SSFA2), [NM_006751]

STAG2

A 23 P33856

-2,15

0,00015

0,00001

Homo sapiens stromal antigen 2 (STAG2),
transcript variant 1, [NM_001042749]

STK25

A 23 P252653

2,01

0,00328

0,00007

Homo sapiens serine/threonine kinase 25
(STE20 homolog, yeast) (STK25),
[NM_006374]

STT3B

A 23 P434473

-2,37

0,00175

8,20E-06

Homo sapiens STT3, subunit of the
oligosaccharyltransferase complex, homolog
B (S. cerevisiae), [NM_178862]

SUMO3

A 23 P102937

-2,15

0,00002

4,21E-06

Homo sapiens SMT3 suppressor of mif two 3
homolog 3 (S. cerevisiae) (SUMO3),
[NM_006936]

SURF4

A 24 P89971

-2,14

0,00015

0,00006

Homo sapiens surfeit 4 (SURF4),
[NM_033161]

SUV420H1

A 23 P96688

-2,43

0,00584

0,00003

Homo sapiens suppressor of variegation 4-20
homolog 1 (Drosophila) (SUV420H1),
transcript variant 2, [NM_016028]

SWAP70

A_33_P3349651

-2,56

0,00325

4,21E-06

Homo sapiens SWAP switching B-cell
complex 70kDa subunit (SWAP70),
[NM_015055]

TAB3

A _32_P162150

-2,13

0,00197

0,00003

Homo sapiens TGF-beta activated kinase
1/MAP3K?7 binding protein 3 (TAB3),
[NM_152787]

TAF1A

A_33_P3406245

-2,06

0,00068

0,00002

Homo sapiens TATA box binding protein
(TBP)-associated factor, RNA polymerase I,
A, 48kDa (TAF1A), transcript variant 1,
[NM_005681]

TAF3

A_32_P153892

-2,37

0,00509

0,00001

Homo sapiens TAF3 RNA polymerase I,
TATA box binding protein (TBP)-associated
factor, 140kDa (TAF3), [NM_031923]

TAF5L

A_23 P35309

-2,74

0,00164

0,00003

Homo sapiens TAF5-like RNA polymerase |1,
p300/CBP-associated factor (PCAF)-
associated factor, 65kDa (TAF5L), transcript
variant 1, [NM_014409]

TANK

A 24 P257108

-2,29

0,00004

5,74E-06

Homo sapiens TRAF family member-
associated NFKB activator (TANK),
transcript variant 2, [NM_133484]

TCERG1

A 23 P133365

-2,25

0,00287

0,00004

Homo sapiens transcription elongation
regulator 1 (TCERGL), transcript variant 1,
[NM_006706]

TCF12

A_24 P82142

-2,52

0,0002

0,00001

Homo sapiens transcription factor 12
(TCF12), transcript variant 4, [NM_207038]

TCF25

A_23 P49220

2,00

0,00357

0,00003

Homo sapiens transcription factor 25 (basic
helix-loop-helix) (TCF25), [NM_014972]

TDG

A _33_P3357445

-3,08

0,0011

5,69E-06

Homo sapiens thymine-DNA glycosylase
(TDG), [NM_003211]

TFEC

A 32 _P184394

-2,42

0,00069

0,00007

Homo sapiens transcription factor EC
(TFEC), transcript variant 1, [NM_012252]

THC2524986

A_33_P3270084

-2,00

0,00269

4,21E-06

CDC2L1S13 PITSLRE protein kinase alpha
SV9 isoform {Homo sapiens} (exp=-1;
wgp=0; cg=0), partial (38%) [THC2524986]

THC2574155

A _33_P3316884

2,40

0,00641

0,00005

Q4S4D0_TETNG (Q4S4D0) Chromosome 2
SCAF14738, whole genome shotgun
sequence. (Fragment), partial (3%)
[THC2574155]

THUMPD1

A 24 P90878

-2,02

0,00023

0,00002

Homo sapiens THUMP domain containing 1
(THUMPD1), [NM_017736]
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TLE4

A_23_P94494

-2,36

0,00189

0,00001

Homo sapiens transducin-like enhancer of
split 4 (E(sp1) homolog, Drosophila) (TLE4),
[NM_007005]

TLK2

A_33_P3328937

-2,21

0,00045

0,00003

Homo sapiens tousled-like kinase 2 (TLK2),
transcript variant B, [NM_001112707]

TMG6SF1

A_33_P3310784

-2,59

0,00087

0,00003

Homo sapiens transmembrane 6 superfamily
member 1 (TM6SF1), transcript variant 1,
[NM_023003]

TMEM30A

A_33_P3244669

-2,12

0,00699

2,04E-06

Homo sapiens transmembrane protein 30A
(TMEM30A), transcript variant 1,
[NM_018247]

TMEMBS87A

A _33_P3247659

-2,04

0,00076

0,00007

Homo sapiens transmembrane protein 87A
(TMEMB87A), transcript variant 2,
[NM_001110503]

TMPO

A_23_P325040

-2,07

0,00357

0,00004

Homo sapiens thymopoietin (TMPO),
transcript variant 1, [NM_003276]

TMPO

A_33_P3412613

-2,63

0,00158

0,00009

Homo sapiens thymopoietin (TMPO),
transcript variant 2, [NM_001032283]

TNRC18

A 33 P3321507

3,60

0,00771

0,00003

Homo sapiens trinucleotide repeat containing
18 (TNRC18), [NM_001080495]

TOMMT70A

A 23 P144264

-2,04

0,00565

0,00004

Homo sapiens translocase of outer
mitochondrial membrane 70 homolog A (S.
cerevisiae), nuclear gene encoding
mitochondrial protein, [NM_014820]

TPSG1

A_23_P26294

0,00778

0,00008

Homo sapiens tryptase gamma 1 (TPSG1),
[NM_012467]

TRA2B

A_24_P145911

0,00174

3,86E-06

Homo sapiens htra2-beta-2 , complete cds.
[U87836]

TRPM7

A 23 P88470

0,0003

0,00005

Homo sapiens transient receptor potential
cation channel, subfamily M, member 7
(TRPM7), [NM_017672]

TRPS1

A 33 P3361746

0,00696

0,00001

Homo sapiens trichorhinophalangeal
syndrome | (TRPS1), [NM_014112]

TTC13

A 23 P103864

0,00162

0,00007

Homo sapiens tetratricopeptide repeat domain
13 (TTC13), transcript variant 1,
[NM_024525]

TTTY22

A 24 P331693

2,14

0,00769

0,00294

Homo sapiens testis-specific transcript, Y-
linked 22 (non-protein coding) (TTTY22),
non-coding RNA [NR_001539]

TUBB2C

A 23 P312863

2,10

0,00182

3,50E-06

Homo sapiens tubulin, beta 2C (TUBB2C),
[NM_006088]

TUBGCP6

A_23 P6546

2,09

0,00285

0,00011

Homo sapiens tubulin, gamma complex
associated protein 6 (TUBGCPS),
[NM_020461]

UBR3

A 24 P285501

-2,30

0,00135

0,00012

Homo sapiens ubiquitin protein ligase E3
component n-recognin 3 (putative) (UBR3),
[NM_172070]

UBR5

A_32_P159400

-2,13

0,00122

8,66E-06

Homo sapiens ubiquitin protein ligase E3
component n-recognin 5 (UBR5),
[NM_015902]

UBTD2

A_33_P3220565

-2,46

0,00098

0,00002

Homo sapiens ubiquitin domain containing 2
(UBTD2), [NM_152277]

UBXN2A

A_23 P131240

-2,30

0,009

0,00003

Homo sapiens UBX domain protein 2A
(UBXN2A), [NM_181713]

UGGT1

A_33_P3366246

-2,05

0,00039

0,00001

Homo sapiens UDP-glucose glycoprotein
glucosyltransferase 1 (UGGT1), transcript
variant 1, [NM_020120]

UPRT

A_24_P185986

-2,23

0,00015

0,00003

Homo sapiens uracil
phosphoribosyltransferase (FUR1) homolog
(S. cerevisiae) (UPRT), transcript variant 1,
[NM_145052]

USP46

A 24 P377225

-2,26

0,00362

0,00006

Homo sapiens ubiquitin specific peptidase 46
(USP46), transcript variant 1, [NM_022832]

USP48

A 33 P3612740

-2,08

0,00381

0,00007

Homo sapiens ubiquitin specific peptidase 48
(USP48), transcript variant 2,
[NM_001032730]

VBP1

A 23 P256223

-2,13

0,00165

0,00001

Homo sapiens von Hippel-Lindau binding
protein 1 (VBP1), [NM_003372]

VSNL1

A_23_P209978

-2,09

0,00841

0,00043

Homo sapiens visinin-like 1 (VSNL1),
[NM_003385]

WDFY1

A_23_P502797

-2,54

0,00013

5,69E-06

Homo sapiens WD repeat and FYVE domain
containing 1 (WDFY1), [NM_020830]

WDFY3

A_24_P83379

-2,19

0,00349

0,00008

Homo sapiens WD repeat and FYVE domain
containing 3 (WDFY3), transcript variant 2,
[NM_178583]
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WDR11

A_23_P63929

-2,00

0,00056

0,00009

Homo sapiens WD repeat domain 11
(WDR11), [NM 018117]

WHAMM

A_33_P3315475

-2,06

0,00007

0,00002

Homo sapiens WAS protein homolog
associated with actin, golgi membranes and
microtubules (WHAMM), [NM_001080435]

WHAMML1

A _33_P3317558

-2,32

0,00281

0,00002

Homo sapiens WAS protein homolog
associated with actin, golgi membranes and
microtubules-like 1 (WHAMMLL1), non-
coding RNA [NR_003521]

XIAP

A _33_P3231187

-4,25

0,00049

0,00003

Homo sapiens X-linked inhibitor of apoptosis
(XIAP), [NM_001167]

YWHAE

A 24 P33444

-2,37

0,00339

0,00002

Homo sapiens tyrosine 3-
monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase
activation protein, epsilon polypeptide
(YWHAE), transcript variant 1,

[NM_006761]

ZBTB41

A_32_P108826

-2,19

0,00281

0,00014

Homo sapiens zinc finger and BTB domain
containing 41 (ZBTB41), [NM_194314]

ZC3H13

A_33_P3281139

-2,30

0,00031

0,00002

Homo sapiens cDNA FLJ10953 fis, clone
PLACE1000380, highly similar to Zinc finger
CCCH domain-containing protein 13.
[AK001815]

ZCCHC11

A_23_P34433

-2,17

0,0099

0,00004

Homo sapiens zinc finger, CCHC domain
containing 11 (ZCCHC11), transcript variant
1, [NM_001009881]

ZCCHC16

A 33 P3377644

4,52

0,00014

0,00019

Homo sapiens zinc finger, CCHC domain
containing 16 (ZCCHC16),
[NM_001004308]

ZDHHC15

A 33 _P3418952

0,00015

0,00231

Homo sapiens zinc finger, DHHC-type
containing 15 (ZDHHC15), transcript variant
3, [NM_001146257]

ZDHHC17

A _24_P76995

-2,20

0,00002

0,00015

Homo sapiens zinc finger, DHHC-type
containing 17 (ZDHHC17), [NM_015336]

ZDHHC21

A 24 P374427

-2,44

0,00258

0,00006

Homo sapiens zinc finger, DHHC-type
containing 21 (ZDHHC21), [NM_178566]

ZFC3H1

A 23 P332908

-2,28

0,00115

4,21E-06

Homo sapiens zinc finger, C3H1-type
containing (ZFC3H1), [NM_144982]

ZKSCAN1

A_33_P3234667

-2,52

0,00059

0,00003

Homo sapiens zinc finger with KRAB and
SCAN domains 1 (ZKSCANL1),
[NM_003439]

ZNF124

A 23 P52176

-2,23

0,00287

0,00001

Homo sapiens zinc finger protein 124
(ZNF124), [NM_003431]

ZNF146

A 23 P108028

-2,23

0,00929

9,71E-06

Homo sapiens zinc finger protein 146
(ZNF146), transcript variant 1, [NM_007145]

ZNF181

A_23_P50735

-2,27

0,00392

0,00014

Homo sapiens zinc finger protein 181
(ZNF181), transcript variant 1,
[NM_001029997]

ZNF227

A 23 P371011

-2,68

0,00004

0,0003

Homo sapiens zinc finger protein 227
(ZNF227), [NM_182490]

ZNF23

A_23 P89073

-2,10

0,00317

0,00011

Homo sapiens zinc finger protein 23 (KOX
16) (ZNF23), [NM_145911]

ZNF25

A 23 P381577

-2,78

0,00053

0,00001

Homo sapiens zinc finger protein 25 (ZNF25),
[NM_145011]

ZNF320

A_33_P3325009

2,14

0,00565

0,00008

Homo sapiens zinc finger protein 320,
(cDNA clone IMAGE:5584095). [BC064408]

ZNF431

A 24 P177568

-2,15

0,00369

0,00485

Homo sapiens zinc finger protein 431
(ZNF431), [NM_133473]

ZNF451

A 33 _P3257528

-2,38

0,00103

0,00001

Homo sapiens zinc finger protein 451
(ZNF451), transcript variant 2, [NM_015555]

ZNF606

A 23 P4628

-2,22

0,00544

0,00019

Homo sapiens zinc finger protein 606
(ZNF606), [NM_025027]

ZNF624

A 23 P153037

-2,11

0,00008

0,00017

Homo sapiens zinc finger protein 624
(ZNF624), [NM_020787]

ZNF638

A 24 P3140

-2,41

0,00328

0,00001

Homo sapiens zinc finger protein 638
(ZNF638), transcript variant 1, [NM_014497]

ZNF644

A_23 P200772

-2,19

0,00077

5,69E-06

Homo sapiens zinc finger protein 644
(ZNF644), transcript variant 1, [NM_201269]

ZNF644

A 24 P256337

-2,11

0,00033

0,00001

Homo sapiens zinc finger protein 644
(ZNF644), transcript variant 1, [NM_201269]

ZNF669

A_23_P86386

-2,46

0,00073

0,00001

Homo sapiens zinc finger protein 669
(ZNF669), transcript variant 1, [NM_024804]

ZNF701

A _33_P3273272

-2,10

0,00507

0,00005

Homo sapiens zinc finger protein 701
(ZNF701), transcript variant 1,
[NM_001172655]
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B Homo sapiens zinc finger protein 727
ZNF727 A_32_P46191 2,19 | 0,00029 0,00003 (ZNF727), [NM_001159522]
) Homo sapiens zinc finger protein 738
ZNF738 A_32_P68148 3,17 | 0,0003 0,00003 (ZNF738), non-coding RNA [NR_027130]
B Homo sapiens zinc finger protein 790
ZNF790 A_33 P3423401 : -2,22 | 0,00819 0,00022 (ZNF790), [NM_206894]
Homo sapiens zinc finger protein 791
ZNF791 A_24 P382401 : -3,01 | 0,00078 0,00008 (ZNF791), [NM_153358]
A_33 P3264424 : -2,14 | 0,00466 0,00004 Unknown
A_33 P3281716 : -2,65 : 0,00002 0,00012 Unknown
A_33 P3287314 | 2,00 0,00721 0,00007 Unknown
A_33 P3377705 | 2,32 0,00516 0,00543 Unknown
A_33 P3381132 | 2,34 0,00557 0,00505 Unknown
A_33 P3395403 : -2,16 : 0,00013 0,00001 Unknown
A_33 P3395843 | 2,53 0,00094 0,00214 Unknown

Tabelle 16: Signifikant unterschiedlich regulierte Gene humaner Primérmakrophagen nach einer
Infektion mit S. Typhimurium SL1344 im Vergleich zu S. Gallinarum G9 — infizierten Zellen. Selektiert
wurden Gene mit mindestens einer zweifachen Hoch- oder Herabregulation (FC, fold changes), die sowohl im
Vergleich aller Einzelexperimente mittels Zweistichproben t-Test (2sT) als auch im Vergleich der Mittelwerte
aus den Einzelexperimenten mittels Einstichproben t-Test (1sT) sich als signifikant (p <0,01) erwiesen.
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