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Zusammenfassung

2 Zusammenfassung

Coxiella burnetii (C. b.) ist ein obligat intrazellulares gram-negatives Bakterium und der Erre-
ger der weltweit verbreiteten Zoonose Q-Fieber. Wichtigste Infektionsquelle fir den Men-
schen stellen Wiederkauer, wie Schafe, Ziegen und Rinder, dar (Maurin und Raoult 1999).
Die Pathogenese von C. b. in seinen natlrlichen Wirten wurde noch nicht hinreichend unter-
sucht. Infektionsstudien mit Ziegen gaben einen ersten Einblick in die Pathogenese der Bak-
terien und die Immunantwort des Wirts (Roest et al. 2012, Roest et al. 2013, Ammerdorffer et
al. 2014). Um das zoonotische Potential und die Virulenz von verschiedenen C. b.-Stammen
einzuschatzen, wird ein In vitro-System bendétigt, an dem die Wirt-Pathogen-Interaktion zwi-
schen C. b. und seinem primaren Wirt untersucht werden kann.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein In vitro-Zellkultursystem mit bovinen monocyte derived
macrophages (MDM) etabliert, um die Interaktion von C. b. mit seinem Wirt auf zellularer
Ebene zu untersuchen. An diesem System wurde die bakterielle Replikation und die Wirts-
zellantwort nach einer Infektion mit 13 heterogenen C. b.-Stdmmen analysiert, um daraus
potentielle Biomarker zur Beurteilung der Virulenz von C. b. abzuleiten. Wirtsspezifische Un-
terschiede wurden mit vergleichenden Untersuchungen an humanen MDM Uberprift. Die
MDM beider Spezies wurden aus peripherem Blut generiert. Als vergleichendes System zu
bovinen MDM wurden Alveolarmakrophagen aus der Lavage von Kalbern gewonnen. Die
isolierten Zellen konnten anhand der Morphologie sowie der Expression von CD14 als Mak-
rophagen identifiziert werden. Die Infektion der MDM erfolgte mit 13 C. b.-Stdmmen, die auf
ihre genetischen (MLVA, Plasmidtyp, adaA) sowie morphologischen (LPS-Phasentyp, Bakte-
riengr6Be) Eigenschaften untersucht und in einen Stammbaum eingeordnet wurden. Die
Charakterisierung der bakteriellen Replikation erfolgte durch die Bestimmung der Lebend-
keimzahl mit Hilfe einer Endpunkttitration auf BGM-Zellen (KIDso) sowie der Gesamtkeimzahl
durch die Quantifizierung des icd-Gens (real-time PCR) Uber einen Zeitraum von 14 Tagen.
Fir die Bewertung der zelluldaren Wirtsreaktion wurde die Transkription von verschiedenen
Zytokinen und Chemokinen (real-time PCR) sowie die Expression von Aktivierungsmarkern
auf der Oberflache der Zellen (Durchflusszytometrie) bestimmt. Zusétzlich wurde die Pro-
teinkonzentration von IL-1B in bovinen MDM intrazellular (Westen Blot) und extrazellular
(ELISA) ermittelt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen erstmalig, dass bovine MDM mit C. b. infizierbar sind
und die Bakterien eine aktive Replikation durchlaufen. Dariiber hinaus konnte gezeigt wer-
den, dass die Infektion zu einer frihen Zellstimulation (3 h p. i.) mit einer dominierenden Ex-
pression von Th1-spezifischen Zytokinen, wie IL-1f3, IL-12 und TNF-q, flhrte. Trotz einer
aktiven Replikation der Erreger sank im weiteren Verlauf der Infektion die transkribierte
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mRNA-Konzentration der untersuchten Zytokine und Chemokine signifikant ab. Eine immun-
suppressive Wirkung der Bakterien konnte an der gehemmten Translation und Sekretion des
pro-inflammatorischen Zytokins IL-1B nachgewiesen werden. In bovinen Alveolarmakropha-
gen wurde ebenfalls eine aktive Replikation und friihe Induktion einer pro-inflammatorischen
Wirtszellantwort durch C. b. beobachtet.

Far die Identifikation von potentiellen Biomarkern wurde die Interaktion von 13 C. b.-
Stdmmen mit bovinen und humanen MDM Uberprift. Die Replikation der Bakterien in den
MDM verlief stamm- und speziesspezifisch. In humanen MDM vermehrten sich Coxiellen
effizienter als in bovinen Zellen. Unabhangig von der Spezies korrelierte das bakterielle
Wachstum mit dem Genotyp und nicht mit dem LPS-Phasentyp oder der Herkunft der
Stamme. Isolate der MLVA-Gruppe 1V replizierten in bovinen und humanen MDM besonders
effizient. Dagegen zeigten Stdmme der MLVA-Gruppe Ill ein sehr schwaches Wachstum auf.
Das Invasionsvermdgen der Bakterien variierte ebenfalls stammspezifisch, korrelierte aber
mit der Herkunft der Stamme. Humane Isolate sowie Stdmme von Nagetieren oder Zecken
invadierten wesentlich effizienter als von Wiederkduern isolierte Stdmme. Die untersuchte
Wirtsreaktion unterschied sich in der Intensitét der transkribierten Zytokine und Chemokine
stamm- bzw. speziesspezifisch und verlief unabhangig von der Replikation. Die Expression
von pro-inflammatorischen Zytokinen, wie IL-18, IL-8, IL-12 und TNF-a, dominierte in der
friihen Infektionsphase (3 h p. i.). Die Intensitat der Transkription korrelierte mit den Genoty-
pen der Stdmme. Eine sehr starke Wirtszellreaktion wurde vor allem von Isolaten aus der
MLVA-Gruppe IV hervorgerufen. Dagegen reagierten MDM auf die Infektion mit Stdmmen
der MLVA-Gruppe | mit einer sehr schwachen Wirtsantwort. Die Expression von Aktivie-
rungsmarkern (CD40, CD80, CD86, MHCI/II) auf bovinen und humanen MDM wurde durch
die C. b.-Infektion kaum verandert. Bovine und humane Makrophagen polarisierten in Folge
der bakteriellen Stimulation zu einem atypischen M2-Phanotyp.

Zusammenfassend konnte ein Zellkultursystem mit Makrophagen etabliert werden, an dem
die Interaktion von C. b. mit dem primaren Wirt in vitro untersucht werden kann. Aus den
Ergebnissen konnte eine Korrelation zwischen dem Genotypen der Stdmme und der Repli-
kationseffizienz sowie der induzierten Wirtsantwort abgeleitet werden. Diese Resultate &h-
nelten den Beobachtungen in Nagetieren, die einen Zusammenhang zwischen dem Genoty-
pen von C. b. und der Virulenz der Stamme vermuten lieBen (Russell-Lodrigue et al. 2009).
Genotypische Merkmale der Coxiellen kdnnten zukinftig dazu verwendet werden, um die
Virulenz von nicht charakterisierten C. b.-Stdmmen in Wiederk&uern und im Menschen be-
reits in der friihen Phase von Ausbruchsgeschehen abzuschatzen.
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3 Einleitung

3.1 Coxiella burnetii

C. b. ist der Erreger des Q-Fiebers, einer weltweit auftretenden Zoonose. Entdeckt wurde
dieses obligat intrazellulare Bakterium unabhangig voneinander durch die Wissenschaftler
Macfarlane Burnet und Herold Rea Cox. Burnet und sein Kollege Mavis Freeman isolierten
1937 erstmals den Erreger aus dem Probenmaterial von Schlachthofmitarbeitern aus Bris-
bane (Queensland, Australien), die an einer bis dahin unbekannten fiebrigen Erkrankung
litten und identifizierten diesen als Rickettsiales-Spezies (Burnet und Freeman 1983). Zeit-
gleich isolierten Gordan Davis und Cox in Ninemile Mountain (Montana, USA) den Erreger
aus Zecken. Sie charakterisierten diesen als filtrierbar und schrieben ihm sowohl virale als
auch bakterielle Eigenschaften zu. Rolla Eugene Dyer zeigte 1938 mit Infektionsstudien in
Meerschweinchen, dass beide Isolate eine Kreuzimmunitat aufwiesen (Dyer 1949). Bis zu
diesem Zeitpunkt lautete der Name des Isolates Rickettsia burnetii. Cornelius B. Philip
schlug im gleichen Jahr ein neues Genus flr den Erreger vor und benannte die Spezies zu
Ehren Cox‘s und Burnet's ,,Coxiella burnetii (McDade 1990).

3.1.1 Bakteriologie

C. b. ist ein kleines, unbewegliches, polymorphes Bakterium (0,2 bis 0,4 um breit, 0,4 bis
1 um lang), dessen Zellwandzusammensetzung der von gram-negativen Bakterien ahnelt
(Maurin und Raoult 1999). Taxonomisch wird der Erreger anhand der 16S rRNA-Sequenz
den gamma-Proteobakterien zugeordnet und bildet innerhalb der Ordnung Legionellales eine
eigenstandige Familie, die Coxiellaceae (Stein et al. 1993, Weisburg et al. 1989). Coxiellen
kommen in der Umwelt in verschiedenen morphologischen Formen vor. So werden drei anti-
genetische Phasen — Phase |, Phase Il und eine intermediare Form — unterschieden. Die
Phasenvariation beruht auf eine Veranderung der Lipopolysaccharid-Struktur (LPS), hervor-
gerufen durch chromosomale Deletionen, welche die O-Antigen-Biosynthese negativ beein-
trachtigt (Hoover et al. 2002, Beare et al. 2006, Vodkin und Williams 1986). Die hochinfekti®-
sen Bakterien der Phase | weisen ein vollstandiges LPS auf und werden aus immunkompe-
tenten Wirten isoliert. Phase II-Formen sind dagegen kaum infektiés und entstehen in Labo-
ratorien in infizierten Zellkulturen oder embryonierten Hihnereiern nach mehrmaliger Passa-
gierung. Die LPS-Struktur ist im Vergleich zur Phase | verkirzt. So fehlen die in Phase I-
Partikeln vorhandenen Zucker L-Virenose, Dihydrohydroxystreptose und Galactosamin-
Uranyl-alpha-(1,6)-Glucosamin (Schramek und Mayer 1982, Schramek et al. 1985,
Hackstadt 1990). Virulente Phase |-Partikel werden nur begrenzt von der Wirtszelle internali-
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siert und Uberdauern in dieser meist unbemerkt einen langeren Zeitraum. Dagegen werden
die avirulenten Phase ll-Partikel von der Wirtszelle zunachst in groBen Mengen aufgenom-
men und anschlieBend zlgig eliminiert. Die Internalisierung der Bakterien erfolgt Uber eine
rezeptorvermittelte Phagozytose. Phase |l-Partikel binden hierflr die beiden Integrin-
Rezeptoren ayBsz (CD11b/CD18) und CR3 (Komplementrezeptor 3). Virulente Phase |-
Partikel benétigen dagegen nur ayf3; flr die Aktivierung der Phagozytose und Aufnahme in
die Zielzelle (Capo et al. 1999b). Die dritte LPS-Form ist eine intermedidare Form, welche
eine Zwischenstufe aus beiden Phasentypen darstellt und wie Phase | Partikel eine Serum-
resistenz aufweist (Vishwanath und Hackstadt 1988, Hackstadt et al. 1985).

3.1.2 Entwicklungszyklus

Wahrend des Entwicklungszyklus bilden Coxiellen zwei Bakterienzellformen aus, die soge-
nannten small cell variants (SCV) und large cell variants (LCV) (McCaul und Williams 1981).
Beide Formen unterscheiden sich in ihrer Morphologie, Biologie und Okologie voneinander.
Die SCV sind stabchenférmig mit einer Lange von 0,2 bis 0,45 um und besitzen eine kom-
pakte Zellwand sowie ein stark kondensiertes Chromatin. Sie stellen die extrazellulare Form
der Coxiellen dar und weisen anhand ihrer sporenahnlichen Gestalt eine erhéhte Resistenz
gegeniber physikalischen und chemischen Noxen (Hitze, Trockenheit, Kalte, UV-Strahlung,
diverse Desinfektionsmittel) auf. So kénnen SCV wochen- bis monatelang infektiés in Béden,
Stauben und Lebensmitteln, wie Milch und Fleisch, Gberdauern (BfR 2010). Diese hohe
Tenazitat begunstigt die Verbreitung der Bakterien in der Umwelt. Die LCV sind im Gegen-
satz dazu die aktiv replizierende intrazelluldre Form der Coxiellen und weisen eine pleomor-
phe Gestalt (bis zu 1 um) mit einem deutlich ausgepragten periplasmatischen Spalt auf
(McCaul und Williams 1981). Nach Aufnahme der Bakterien in den Zielzellen - Monozyten
und Makrophagen - kommt es im sauren Milieu (pH 4,5) der phagolysomenahnlichen parasi-
tophoren Vakuole (PV) zur Umwandlung von SCV in metabolisierende LCV. Den niedrigen
pH-Wert bendtigen Coxiellen, um Né&hrstoffe fir die Synthese von Nuklein- und Aminosauren
zu assimilieren (Omsland und Heinzen 2011). Wahrend der Morphogenese kommt es zu
einer vermehrten Expression verschiedener LCV-typischer Proteine, welche die metaboli-
sche Aktivitat der Bakterien fordern (Minnick und Raghavan 2012). Mit der Aktivierung des
Metabolismus der LCV beginnt die Reproduktion der Bakterien mit einer verhaltnismaBig
langsamen Generationszeit von rund 12 h (Coleman et al. 2004). Der Replikationszyklus
endet mit der Morphogenese von LCV zuriick in die widerstandsfahige Uberdauerungsform
(SCV). Neben der Kleinzellvariante gibt es noch eine dritte morphologische Form, die SDC
(small dense cells), die sich von den SCV ableiten. SDC verfligen Uber eine bedeutende To-
leranz gegenuber hohen Driicken (= 1400 kg/cm), welche selbst SCV zerstéren wirden. Zu-
dem exprimieren SDC nicht das hochkonservierte Membranprotein P1, welches bei SCV
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geringflgig und LCV sehr haufig vorkommt (Varghees et al. 2002). In elektronenmikroskopi-
schen Aufnahmen konnte eine vierte Form identifiziert werden, die SLP (spore like partikes).
Es handelt sich dabei um membrangebundene Partikel, die eine sehr hohe Elektronendichte
aufweisen. SLP haben einen Durchmesser von 0,13-0,17 um und sind in den LCVs memb-
rangebunden lokalisiert. Sie besitzen zudem einen Kern mit stark kondensierter DNA, der
von Membranen und Peptidoglycan umhllt ist. Die Funktion von SLP ist noch weitgehent
unbekannt (Heinzen et al. 1999, McCaul und Williams 1981, Gurtler et al. 2014).

3.1.3 Genom und Stamm-Differenzierung

Das Genom der Coxiellen umfasst eine Léange von 1,9 bis 2,2 Mio Basenpaaren (van Schaik
und Samuel 2012) und weist eine hohe Plastizitdt mit einer hohen Anzahl an mobilen Ele-
menten und Pseudogenen auf (Beare et al. 2006). Die damit verbundene Vielzahl an C. b.-
Stammen und deren unterschiedlich ausgepragte Virulenz erhéht die Bedeutung der Isolat-
Charakterisierung flir epidemiologische oder diagnostische Zwecke. Die Bakterien verfliigen
zudem Uber eines von vier Plasmiden - QpH1, QpRS, QpDG, QpDV - mit einer Lange von
32-51 Kilobasenpaaren oder eine QpH1-ahnliche chromosomal integrierte Sequenz
(Mallavia 1991, Valkova und Kazar 1995, Willems et al. 1997). Aus vergleichenden Analysen
konnte ein Zusammenhang zwischen der Plasmidausstattung der C. b.-Isolate und der Pa-
thogenitat abgeleitet werden. So wurden Stdamme mit einem QpRS-Plasmid aus Patienten
mit einer Endokarditis oder aus abortierenden Ziegen isoliert und mit der Auspragung eines
chronischen Q-Fiebers in Verbindung gebracht. Dagegen zeigten Isolate mit einem QpH1-
Plasmid eine vermehrte Assoziation mit akuten Coxiellen-Infektionen (Samuel et al. 1985,
Savinelli und Mallavia 1990). In anderen Studien konnten aus Patienten mit chronischen
Krankheitsverlaufen Isolate mit einem QpH1- oder QpRS-Plasmid isoliert werden, sodass
eine generelle Assoziation der Virulenz eines C. b.-Isolats mit dem Plasmid nicht besteht
(Thiele und Willems 1994). Um Gemeinsamkeiten oder Unterschiede der Stdmme hinsicht-
lich der Virulenz sowie der antigenetischen oder epidemiologischen Eigenschaften aufzuzei-
gen, wurden verschiedene Methoden zur Genotypisierung der Bakterien anhand genomi-
scher fingerprints etabliert. Eine gangige Methode zur Differenzierung stellt die RFLP- (Rest-
riktionsenzymlangen-Polymorphismus) Analyse dar. Nach der Restriktion von bakterieller
genomischer DNA mit spezifischen Enzymen konnten sechs verschiedene RFLP-Gruppen
bei Coxiellen gebildet werden (Hendrix et al. 1991). In Infektionsmodellen mit Mausen und
Meerschweinchen wurden erste Zusammenhange zwischen genetischen RFLP-Gruppen
und der Virulenz von C. b. ersichtlich (Russell-Lodrigue et al. 2009). Neue Typisierungsme-
thoden kénnten das Wissen Uber die Beziehung zwischen der genetischen Diversitat und der
Virulenz oder Epidemiologie von C. b. erweitern. Zu diesen Methoden gehéren u. a. die
MLVA- (multiple loci variable number of tandem repeats) oder MLST-Analyse (multi locus
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sequence). Diese Methoden basieren auf natlrlich vorkommenden kurzen Wiederholungen
von Sequenzabschnitten im Genom. Zu den sogenannten short sequence repeats gehéren
u. a. tandem repeats, welche sich gut fir die Typisierung von pathogenen Bakterien eignen
(Lindstedt 2005). 2006 wurden erstmals 21 C. b.-Isolate mit der MLVA-Methode untersucht
und finf verschiedene genetische Gruppen sowie neun MLVA-Typen abgeleitet. Zudem
wurden Parallelen zwischen den Genotypen und der epidemiologischen Verteilung der
Stamme ersichtlich (Svraka et al. 2006). In weiteren Studien erwies sich die MLVA-Technik
im Vergleich zur RFLP-Analyse als prazisere Methode zur Typisierung von C. b.-Isolaten
(Arricau-Bouvery et al. 2006). Bei einer MLVA-Analyse von 103 untersuchten C. b.-Stdmmen
wurden vier genetische Gruppen (I bis 1V) mit insgesamt 41 Genotypen gebildet. Die MLVA-
Gruppen korrelierten dabei mit den genetischen Eigenschaften und der Verbreitung der
Stamme sowie indirekt mit dem zugeordneten klinischen Bild. Die genomischen Gruppen |,
[l und IV verfigten Uber ein QpH1-Plasmid und das adaA-Gen. Stdmme der MLVA-
Gruppe Il waren im Vergleich dazu sehr heterogen und variierten im Plasmidtyp (integrierte
QpH1-Plasmidsequenz, QpH1, QpDV, QpRS) sowie im Vorhandensein von adaA. Zudem
konnten anhand der genetischen Eigenschaften bei einer Vielzahl an Stdmmen der Gruppe |
und IV angenommen werden, dass sie eine akute C. b.-Infektion hervorrufen. Isolate aus der
genetischen Gruppe Il wurden wiederum h&ufig im Zusammenhang mit chronischen Auspra-
gungen des Q-Fiebers (Abort, Endokarditis oder Hepatitis) isoliert. Der Gruppe Ill konnte in
dieser Studie dagegen kein spezifisches Krankheitsbild zugeordnet werden (Jiménez 2012).

3.1.4 Virulenzfaktoren

Uber die Virulenzfaktoren von C. b. ist noch wenig bekannt. Dies liegt vor allem in der
Schwierigkeit begrindet, die Bakterien genetisch zu manipulieren. Mit der Méglichkeit des
wirtszellfreien Wachstums im axenischen Medium ACCM wurden die ersten Grundlagen fir
die genetische Manipulation der Bakterien geschaffen, um spezifische Funktionen von Ge-
nen zu untersuchen (Omsland et al. 2009, Beare 2012).

Das LPS von C. b. ist bislang der einzig genetisch bestatigte Virulenzfaktor. Wie bei allen
gram-negativen Bakterien spielt das LPS eine entscheidende Rolle in der Pathogenitéat
(Heumann und Roger 2002). Die genaue Funktion des Coxiellen-LPSs als Virulenzfaktor ist
noch nicht vollstandig geklart. Im Vergleich zu Escherichia coli (E. coli) und Salmonella ty-
phimurium ist die LPS-Toxizitat von C. b. um das 100 bis zu 1000-fache reduziert (Amano et
al. 1987). Dennoch sind Coxiellen der Phase | in der Lage immunkompetente Wirte zu infi-
zieren, wahrend Phase Il Partikel rasch vom Immunsystem des Wirtes eliminiert werden
(Hackstadt 1990). Verschiedene Merkmale begriinden die Virulenzeigenschaften von Coxiel-
len-LPS. So sind Phase II-Bakterien sensitiv fiir das Komplementsystem, wohingegen Phase
|-Partikel eine Resistenz gegenuber dem komplementinduzierten Membranangriffskomplex
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des Wirtes ausgebildet haben (Vishwanath und Hackstadt 1988). Weiterhin inhibiert das
Phase I-LPS die Bindung von Antikérpern, welche gegen die bakterielle Zellwand gerichtet
sind (Hackstadt 1988). Die Struktur des langkettigen LPS soll zudem die Liganden fur toll-
like-Rezeptoren (TLR) von Zellen des angeborenen Immunsystems maskieren, was die
Zellaktivierung verhindert und dem Erreger eine ungestérte Replikation in seinem Wirt er-
moglicht (Shannon et al. 2005b). Ein weiterer Virulenzfaktor kénnte das Oberflachenprotein
OmpA sein. OmpA definiert das erste beschriebene Invasin bei Coxiellen. Eine Inhibierung
des Proteins durch spezifische Antikérper hemmt die Internalisierung der Coxiellen (Martinez
et al. 2014). Proteine der OmpA-Familie spielen bei diversen pathogenen Bakterien eine
wichtige Rolle in der Pathogenese und sind u. a. an der Adhasion, Invasion sowie der Um-
gehung der wirtseigenen Abwehrmechanismen beteiligt (Confer und Ayalew 2013).

C. b. verflgt tber ein Typ IV-Sekretionssystem, welches dem Dot/lcm-System von Legionel-
la pneumophila &hnelt (Zamboni et al. 2003). Dieser Membrankomplex ist an dem horizonta-
len Gentransfer zwischen Bakterien, wie beispielsweise von Genen flr Antibiotikaresistenzen
oder Virulenzfaktoren beteiligt (Juhas et al. 2008). Einige obligat intrazellulér lebende Bakte-
rien nutzen das Typ IV-Sekretionssystem flr den Transport von virulenzspezifischen Protei-
nen und Nukleoproteinen durch die Zellmembran, um sich besser an ihre Umgebung anzu-
passen (Sexton und Vogel 2002). Die genaue Funktion des Typ IV-Sekretionssystems im
Entwicklungszyklus von C. b. ist noch unbekannt. Einige Effektorproteine, die an der bakteri-
ellen Replikation, der Reifung der PV und der Modulierung von wirtseignen Signalwegen
beteiligt sind, konnten bereits identifiziert werden (Weber et al. 2013, Lifshitz et al. 2014). Um
im Milieu der PV zu Uberleben und den dort stattfindenden Degradierungsprozessen entge-
genzuwirken, exprimieren Coxiellen verschiedene Enzyme, wie beispielsweise Superoxid-
Dismutasen, Katalasen und Alkalische Phosphatasen (Heinzen et al. 1992, Baca et al.
1993). Diese Enzyme spielen eine essentielle Rolle im Abbau von reaktiven Sauerstoffspe-
zies, welche als metabolische Produkte in den Mitochondrien entstehen. Nach einer exoge-
nen Stimulation kénnen Zellen groBe Mengen an reaktiven Sauerstoffspezies als Abwehr-
mechanismus gegen Pathogene abgegeben (Gamaley und Klyubin 1999). Durch die abbau-
ende Wirkung der von C. b. exprimierten Enzyme werden die Mechanismen des oxidativen
Stresses abgewehrt und die bakterielle Nische gesichert. Coxiellen besitzen zudem einen
effektiven DNA-Reparaturmechanismus (sos system), welcher von recA, ruvABC und addAb
gesteuert wird und das Uberleben der Bakterien in Makrophagen férdert (Mertens et al.
2005, Mertens et al. 2008). Weitere Virulenzfaktoren kénnten u. a. sein: das ferric uptake
regulator system fir die Regulierung der bakteriellen Eisenaufnahme (Briggs et al. 2005),
das adaA Gen, welches vorrangig bei C. b.-Stammen aus akuten Q-Fieber Ausbrlichen iso-
liert wurde (Zhang et al. 2005) oder der Legionella-ahnliche Virulenzfaktor macrophage infec-
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tivity potentiator, welcher eine Rolle beim Transport und der Faltung von Proteinen spielt
(Cianciotto et al. 1995, Mo et al. 1995).

3.1.5 Epidemiologie

C. b. ist mit der Ausnahme von Neuseeland weltweit verbreitet. Das Reservoir von C. b. ist
sehr weitlaufig und umfasst viele wildlebende Saugetiere, Haustiere, Végel und Anthropo-
den, wie beispielsweise Zecken. Etwa 40 verschiedene Zeckenspezies sind naturlich mit
dem Bakterium infiziert. Coxiellen vermehren sich vorrangig im Darm sowie im Magen und
werden Uber den Kot ausgeschieden. Zecken gelten somit als endemisches Reservoir und
spielen als Vektoren im natdrlichen Infektionszyklus vor allem bei wildlebenden Saugetieren
sowie Hunden eine wichtige Rolle (Maurin und Raoult 1999). Der Mensch infiziert sich vor-
rangig Uber den Kontakt mit Nutztieren (Schafe, Ziegen Rinder) und Haustieren (Katzen,
Hunde). Die Ubertragung der Bakterien erfolgt (iber die Inhalation von erregerhaltigen Aero-
solen, entstanden aus kontaminiertem Urin, Kot oder Geburtsmaterial (Fruchtwasser, Nach-
geburt) der betroffenen Tiere. Eine Infektion durch das Einatmen von getrocknetem Zecken-
kot oder aufgrund eines Zeckenbisses ist duBerst selten (Angelakis und Raoult 2010). Bei
Tieren verlauft die Infektionsroute neben dem aerogenen Weg auch Uber den oralen Kontakt
durch das Belecken von Nachgeburten oder die direkte Aufnahme von kontaminiertem Heu,
Stroh oder Weidegras (Woldehiwet 2004). C. b. weist eine hohe Infektiositat auf. So wird
davon ausgegangen, dass die Aufnahme von bereits 1 bis 10 Partikel flr die Entwicklung
einer Primérinfektion ausreichend sind (Tigerit et al. 1961). Auch diese Eigenschaft fihrt da-
zu, dass C. b. laut der BioStoffV/EU-Richtlinie 90/679/EWG 1999 in die Risikogruppe 3 ein-
ordnet wird und Arbeiten mit dem Bakterium nur in Laboratorien der Schutzstufe 3 durchge-

fuhrt werden durfen.

3.2 Q-Fieber und Coxiellose

C. b. verursacht beim Menschen die zoonotische Erkrankung des Q-Fiebers. Die Inkubati-
onsdauer betragt 2 bis 3 Wochen. Die Primérinfektion verlauft in 60 % der Falle asymptoma-
tisch. Nur etwa 40 % der Patienten entwickeln Symptome (Maurin und Raoult 1999). Die
akute Infektion manifestiert sich meist mit milden grippeé&hnlichen Symptomen und nur in
wenigen Féllen kommt es zu schweren Verldaufen wie einer atypischen Pneumonie oder He-
patitis. Etwa 2-5 % der Patienten mit einer Primérinfektion entwickeln nach vielen Monaten
bis Jahren ein chronisches Q-Fieber. Die chronische Infektion ist haufig gekennzeichnet
durch das Auftreten von Endokartiden (78 %) oder vaskularen Infektionen (9 %). Schwange-
re Frauen sind bei einer C. b.-Infektion besonders gefahrdet (Raoult et al. 2005). Q-Fieber
wahrend der Schwangerschaft kann zu frihzeitigen Entbindungen (44,7 %), spontanen Abor-
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ten (26 %), Totgeburten (5,3 % intrauteriner Fruchttod) oder zu einer eingeschrankten Ent-
wicklung des Fétus (5,3 %) fuhren (Tissot-Dupont und Raoult 2008, Carcopino et al. 2009).
Beim Tier wird die Erkrankung nach Infektion mit C. b. als Coxiellose bezeichnet. Diese ver-
lauft zumeist inapparent. Infizierte Tiere entwickeln im weiteren Verlauf haufig eine chroni-
sche Infektion. Dabei scheiden sie persistent Bakterien Uber den Urin, Kot, Milch oder Ge-
burtsprodukte aus (Maurin und Raoult 1999). Chronisch infizierte Rinder sondern die Erreger
Uber einen Zeitraum von mehreren Jahren tber die Milch, die Geburtsprodukte und den Kot
ab. Rinder kénnten somit neben kleinen Wiederkauern ein wichtiges Reservoir fiir die Uber-
tragung auf den Menschen darstellen (Biberstein et al. 1974, Guatteo et al. 2006). Die Sero-
pravalenz in Rindern nahm in den letzten Jahren deutlich zu. Sero-positive Herden wurden
vor allem in Milchbetrieben und vermindert in Fleischbetrieben nachgewiesen. Eine starke
Seropravalenz in Milchvieh-Herden konnte in verschiedenen européischen Landern mit 79 %
in den Niederlanden, 71 % in Belgien, 67 % in Nordspanien und 65 % in Irland festgestellt
werden. Die Zunahme wird mit der HerdengréBe und der Uberproportional steigenden Anzahl
an Milchbetrieben in Relation zu Fleischbetrieben erklart (Agger und Paul 2014, McCaughey
et al. 2010). Das Risiko der Ubertragung von C. b. durch sero-positive Rinder ist hoch. In
einer niederlandischen Studie mit 3000 getesteten Milchbetrieben wurde eine Seropravalenz
von 72 % bei Rindern und 87,2 % bei den Mitarbeitern der Betriebe detektiert (Schimmer et
al. 2014). Die Zahl der nachgewiesenermafBen von Rindern ausgehender Q-Fieber-
Ausbrlche ist deutlich geringer als die von kleinen Wiederkauern. In Deutschland gingen von
40 Q-Fieber-Ausbrichen in einem Zeitraum von 1947-1999 nur sechs Ausbriiche von Rin-
dern aus, 24 dagegen vom Schaf und die restlich 10 von u. a. Ziegen (Hellenbrand et al.
2001). Griinde hierfiir werden in der Form der Ausscheidungswege der Bakterien gesehen.
Drei verschiedene Routen der bakteriellen Ausscheidung werden beschrieben: Uber die
Milch, den Kot oder Geburtsprodukte. Bei Rindern erfolgt eine kontinuierliche Abgabe der
Bakterien primar Uber die Milch. Bei kleinen Wiederkduern kommt es dagegen neben der
Milch (bei Ziege) auch zu einer deutlich vermehrten Ausscheidung Uber den Urin oder vagi-
nalen Zervixschleim (Schaf), welche jedoch saisonal bedingt schwankt. Eine Aerosolbildung
ist bei Milch eher geringer einzuschatzen als bei Geburtsmaterial oder Urin bzw. Kot. Damit
kdnnte die geringe Zahl an Q-Fieber-Ausbrichen, hervorgerufen durch das Rind, erklart
werden. Jedoch sollte das Gefahrdungspotential, welches vom Rind ausgeht, nicht unter-
schéatzt werden (Hilbert et al. 2015). Die langandauernde dominierende Ausscheidung Uber
die Milch bei Rindern flhrt Gber das Sdugen der Kélber zu einer vermehrten Verbreitung von
C. b. in Klinisch unauffalligen Herden. Zusétzlich scheiden Kélber, die infektidse Milch aufge-
nommen haben, die Bakterien vermehrt Uber den Kot und den Urin aus, sodass die umlie-
gende Umwelt kontaminiert wird (Rodolakis et al. 2007, Rodolakis 2009).

11
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Die Diagnostik auf Herdenebene erfolgt vorrangig tber den bakteriellen DNA-Nachweis mit
Hilfe einer real-time PCR oder Uber einen Antikérper-Nachweis mit einem ELISA. Beide Me-
thoden weisen Mangel in der Sensitivitat oder Spezifitdt auf (Henning und Sting 2002). So
kommt es bei Ausscheidern immer wieder zu falsch-positiven oder negativen Ergebnissen
(Rodolakis 2009). Die Zu- und Abkaufe zwischen Betrieben erhéht somit trotz Testung das
Risiko einer Einschleppung der Erreger in eine Q-Fieber-freie Herde (Cardinale et al. 2014).
Um eine weitere Ausbreitung zu verhindern, werden verschiedene DesinfektionsmaBnahmen
der Stallung, besonders der Abkalbeboxen, die zeithahe Entfernung und Beseitigung von
Plazenten oder der Einsatz von Antibiotika bzw. Vakzinen angewandt. Eine Behandlung mit
Tetrazyklin (20 mg/kg) innerhalb der letzten Monate der Trachtigkeit soll die Abortzahl redu-
zieren. Die Effizienz dieser Methode ist jedoch nicht hinreichend geprift, da es trotz Behand-
lung zu Aborten und zur Ausscheidung des Erregers kommt (Rodolakis 2009). Die Vakzinie-
rung stellt derzeit die effizienteste Methode zur Einddmmung des Erregers dar. In der veteri-
narmedizinischen Anwendung sind zwei Tot-Impfstoffe Coxevac (CEVA Sante Animale,
Phase-I-Impfstoff) und Chlamyvax FQ (MERIAL, Phase-IlI-Impfstoff) international verfugbar.
Beide Wirkstoffe wurden experimentell in trachtigen Ziegen nach einer C. b.-Infektion getes-
tet. Nur Coxevac verhinderte den Abort sowie die Ausscheidung von Erregern tber die Milch,
Vaginalschleimhaut sowie Kot. Der Phase-II-Tot-Impfstoff zeigte keine Wirkung (Arricau-
Bouvery et al. 2005). Wahrend eines Langzeitversuchs (> 4 Jahre) in einem Schafsbestand
konnte durch Coxevac eine dauerhafte Inhibierung der Ausscheidung der Erreger sowohl bei
Mutterschafen als auch bei Jungtieren erzielt werden (Astobiza et al. 2011). Der Phase-| To-
timpfstoff hat das prophylaktische Potenzial sowohl bei infizierten Herden als auch bei nicht
infizierten Bestédnden die Verbreitung der Erreger in der Umwelt zu reduzieren (Rodolakis
2009). Fur die Entwicklung eines effektiven Schutzes sind Impfstrategien, welche die Dauer
und die Wiederholung der Behandlung definieren, entscheidend. In einer Uber 10 Jahre an-
dauernden Langzeitstudie bei Rindern wurde nachgewiesen, dass die Vakzinierung von Rin-
dern und Jungtieren den effektivsten Schutz in Form einer Reduktion der Abortzahlen, der
Ausscheider sowie der bakteriellen Last in der Umwelt ergaben (Courcoul et al. 2011). Mit
der Einfihrung der Impfung konnte die Ausscheidungslast der Erreger reduziert und das Ge-
fahrdungspotential fiir den Menschen eingedammt werden (Hogerwerf et al. 2011). Eine pro-
phylaktische Behandlung beim Menschen ist derzeit nur in Australien mit einem hitzeinakti-
vierten Ganz-Zell-Vakzin (Q-Vax) vom Stamm Henzerling mdéglich. Das hier verwendete
Praparat wird vorrangig Schlachthausmitarbeitern, Veterinarmedizinern sowie dem Personal
von landwirtschaftlichen Betrieben und den direkten Angehdérigen verabreicht. Die Wirksam-
keit der Vakzine wurde in Affen, Meerschweinchen und Mausen erfolgreich getestet (Arricau-
Bouvery und Rodolakis 2005).
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3.3 Biomarker

Um diagnostische Mittel zur Friherkennung von Infektionen oder nicht-infektiésen Erkran-
kungen zu entwickeln, sind Biomarker wichtige Indikatoren. Ein Biomarker definiert objektiv
messbare Parameter, die einen biologischen Prozess nach dem Einwirken eines Pathogens,
Pharmazeutikums oder in Folge von anderen Erkrankungen, wie Autoimmunerkrankungen,
Alzheimer oder Krebs, beschreiben (Schmitz 2008). Darlber hinaus werden diese Marker
zur Erkennung von Krankheitsbildern herangezogen. Das Finden von geeigneten Biomar-
kern ist mit einer Prifung der Relevanz und der Validitat in Frage kommender Verfahren ver-
bunden. Daflr muss zunachst herausgefunden werden, welche Parameter sich bei einer
Erkrankung veradndern (Strimbu und Tavel 2010). Parameter kénnen sowohl auf der Seite
des Wirtes, dem Rezeptor, als auch beim Sender, dem Agens, gefunden werden. Besonders
bei Erkrankungen, die durch ein Pathogen (Sender) verursacht werden, kdnnen genetische
Merkmale dieses Erregers (Polymorphismen, Plasmide, Toxin-Bildung oder Resistenzen)
entscheidend in der Diagnostik und der Behandlung bzw. der Prophylaxe sein. Beim Wirt
kénnen Biomarker nur in Folge eines Kontakts mit dem Agens identifiziert werden. Es kommt
hierbei zu Veranderungen der Zusammensetzung von Korperflissigkeiten (Blut, Lymphe,
Verdauungsséfte, Schweil3, Urin), welche als Indikatoren dienen kénnen (Abbildung 1)
(Schmitz 2008). Nach der Relevanzprifung erfolgt die Validierung. Diese ist zeitaufwendig
und bendtigt eine hohe Stichprobenzahl. Nach positiven Abschluss beider Prlfprozesse
kann ein Biomarker einem biologischen Prozess zugeordnet und flir die Etablierung von di-

agnostischen Verfahren angewandt werden (Strimbu und Tavel 2010).

Mutationen
ch;:"r)r'\iﬁ’e Oberflachen-
) Proteine
Glucose

: . Serum-

Gentische

Merkmale

Abbildung 1: Diversitat von Biomarkern. Dargestellt sind Einflussfaktoren des Wirtes (hellgrau) und
des Pathogens (dunkelgrau), an dem ein Biomarker definiert werden kann.
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Ein Anwendungsfeld sind Infektionskrankheiten, wie beispielsweise die Sepsis. Diese unkon-
trollierte Inflammation, welche sowohl durch Bakterien als auch Pilze hervorgerufen wird,
fihrt zu einer sehr hohen Mortalitatsrate mit kontinuierlich ansteigenden Fallzahlen (Martin
2012). Da sich die antimikrobielle Therapie bei einer Infektion durch Bakterien von der pilz-
verursachten Erkrankung unterscheidet, muss eine schnelle Diagnostik erfolgen. In einem
Blutzellmodell konnten verschiedene Wirtsgene als Biomarker identifiziert werden, deren
Expression sich zwischen den Bakterien, Pilzen sowie einer nicht infizierten Kontrolle unter-
scheiden (Dix et al. 2015). Potentielle Biomarker konnten auch bei Infektionen mit intrazellu-
laren Bakterien nachgewiesen werden. Bei Mykobakterien sollen bakterielle Adhasine, wel-
che die Immunantwort des Wirtes stimulieren, fir die Etablierung von diagnostischen Verfah-
ren als Biomarker verwendet werden (Govender et al. 2014). Bei chlamydialen Genitalinfek-
tionen in Mausen variiert die klinische Auspragung pathotypspezifisch. Anhand von Unter-
schieden im Expressionsprofil von immunregulatorischen micro-RNAs kann bereits im friihen
Stadium der Infektion eine Klassifizierung des Pathotyps erfolgen und einer weitere Patho-
genese durch eine gezielte Behandlung entgegengewirkt werden (Yeruva et al. 2014).

Bei Coxiellen sind viele verschiedene Stamme beschrieben, die sich in ihrem Ursprung, der
genetischen Eigenschaften und der Pathogenese des Q-Fiebers unterscheiden. Definierte
Parameter, die die Virulenz eines C. b.-Stammes oder den Erkrankungsverlauf beschreiben,
sind derzeit nicht bekannt.

3.4 Das Immunsystem des Wirtes

Das Immunsystem des Wirtes ist eine effektive Waffe zur Bek&mpfung von Pathogenen. Es
unterteilt sich in das angeborene und das adaptive Immunsystem.

3.4.1 Makrophagen

Makrophagen sind durch ihre phagozytotischen Eigenschaften wichtige Effektorzellen des
angeborenen Immunsystems. Sie nehmen eine zentrale Rolle in der Bekdampfung von Pa-
thogenen sowie der Beseitigung von extrazellularen Eigen- und Fremdmaterialien ein. Mak-
rophagen gehéren zu den mononuklearen Zellen und differenzieren sich aus peripheren Mo-
nozyten, welche im Knochenmark aus hamatopoetischen Stammzellen entstehen. Nach ex-
ternen Stimuli kbnnen Monozyten aus dem Blut in die Gewebe migrieren und zu langlebigen
gewebsspezifischen Makrophagen differenzieren (Shi und Pamer 2011). Dort reagieren sie
auf Fremdeinflisse und Ubernehmen gewebsspezifische Aufgaben in der Immunantwort.
Makrophagen weisen zudem eine hohe Plastizitat und Flexibilitat auf und kénnen durch ex-
terne Stimulation in diverse Subpopulationen differenzieren. Diese Populationen sind durch
die Expression verschiedener Zytokine, Chemokine und Oberflachenmarker gekennzeichnet.
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Die klassische Einteilung der Makrophagen, basierend auf Untersuchungen im Mausmodell,
unterscheidet zwei Subpopulationen: die klassisch aktivierten M1- Makrophagen und die
alternativ aktivierten M2-Makrophagen. M1-Makrophagen werden durch die Stimulation von
TLR sowie IFN-y aktiviert und induzieren durch die Expression von pro-inflammatorischen
Zytokinen, wie IL1-B, IL-12, TNF-q, IL-23, eine TH;- und TH;-lastige Immunantwort. Zudem
sezernieren sie vermehrt Stickoxide, wie NO und Hyperoxide, die eine starke antimikrobielle
Wirkung aufweisen. Mit der Ausschittung von Stickoxidverbindungen kommt es gleichzeitig
zur Schadigung des umliegenden Gewebes und zur Ausweitung der Entziindungsreaktion
(Murray und Wynn 2011b). M1-Makrophagen exprimieren zudem diverse Oberflachenmar-
ker, wie CD32, CD64, CD40, CD80/86 (Vogel et al. 2013). Makrophagen, die mit IL-4 oder
IL-13 stimuliert werden, differenzieren zu M2-Makrophagen. Diese erzeugen durch die ver-
mehrte Expression von Zytokinen, wie IL-10 und TGF-B, sowie dem Enzym Arginase | eine
anti-inflammatorische Immunantwort und sind an der Wundheilung beteiligt. Charakteristisch
fir den M2-Phanotyp ist die Expression des Mannose-Rezeptors und CD163 auf der Zell-
oberflache. Die strikte Einteilung der Makrophagen in M1 und M2 wurde seit einigen Jahren
aufgelockert. Heute wird eine flexible Klassifizierung von drei Subpopulationen (klassisch
aktivierten Makrophagen, regulatorische Makrophagen, Wundheilungsmakrophagen) ver-
wendet, deren Grenzen sich vermischen und zu diversen Abstufungen im Aktivierungsgrad
fihren (Mosser und Edwards 2008, Pollard 2009). Die grundlegende Eigenschaft der Makro-
phagen fur die Beseitigung von apoptotischen Zellen sowie Pathogenen ist die Fahigkeit zur
Phagozytose. Elie Metchnikoff entdeckte die Phagozytose im Seestern und Ubertrug diese
Entdeckung, der Befahigung von spezialisierten Zellen Fremdmaterial aufzunehmen und
abzubauen, auf das adaptive Immunsystem der Vertebraten und erhielt dafiir 1908 den No-
belpreis (Gordon 2007, Gordon 2008). Die Aufnahme der extrazellularen Materialien erfolgt
Uber den direkten Kontakt mit verschiedenen Rezeptoren (u. a. TLR, Mannose- und Kompli-
ment-Rezeptoren) oder indirekt Gber Opsonine (LPS binding protein, Thrombospondine, Col-
lectine). Nach Bindung an diese Rezeptoren kommt es abh&ngig vom Liganden zur Aktivie-
rung von spezifischen Signalkaskaden. Bei mikrobieller Herkunft fiihrt die Stimulation zur
Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen und Fragmente apoptotischer Zellen indu-
zieren eine anti-inflammatorische Immunantwort. Mit der Adhasion an die Rezeptoren erfolgt
die Aufnahme durch die Aktivierung der Aktin-Polymerisierung und damit die Internalisierung
des Fremdpartikels in ein Phagosom. Dieses frihe Phagosom fusioniert im weiteren Verlauf
mit Endosomen und Lysosomen zum Phagolysosomen. Dabei kommt es zur schrittweisen
Ansauerung des Kompartiments und zur Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies, anti-
mikrobiellen Proteinen und Peptiden, welche zu einem Abbau des Fremdpartikels fihren.
Dem schlieBt sich die Prozessierung der Antigene und die Prasentation mikrobiellen Peptide
tber MHC-Molekule sowie die Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen an, die zur
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Aktivierung des adaptiven Immunsystems fuhren (Flannagan et al. 2012, Stuart und
Ezekowitz 2005).

3.4.2 T-Zell-Klassifizierung und Aktivierung

Antigen-prasentierende Zellen (APZ), wie Makrophagen und dendritische Zellen (DCs), sind
entscheidend fir die Aktivierung von T-Zellen. Diese Immunzellen gehéren neben den B-
Zellen zu den Haupteffektorzellen des adaptiven Immunsystems und werden in sechs Sub-
typen unterteilt. Eine Unterklasse beschreibt die T-Helferzellen, die sich wiederum in die Un-
tergruppen der Th1-, Th2- und Th17-Zellen aufgliedern (Zhu und Paul 2010). Th1-Zellen in-
duzieren eine typische Entzindungsreaktion durch die Sekretion von pro-inflammatorischen
Zytokinen, wie IFN-y, TNF sowie IL-2, und spielen eine entscheidende Rolle in der Kontrolle
von Infektionen. Th2-Zellen interagieren dagegen mit B-Zellen. Letztere leiten nach Bindung
kostimulierender Oberflachenantigene sowie Zytokinen, wie IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10, die
Produktion und Freisetzung von Antikérpern ein (Romagnani 1991). Th17-Zellen exprimieren
vorranging IL-17 und IL-22. Sie sind an den Abwehrmechanismen gegen extrazellulare Erre-
ger und an der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen oder allergischen Reaktionen
beteiligt (Hirota et al. 2010). Fur die T-Zellaktivierung ist ein komplexes Netzwerk aus Rezep-
tor-Liganden-Bindungen notwendig, welches qualitativ und quantitativ die Immunantwort
steuert (Bour-Jordan und Bluestone 2009). Dieser Komplex besteht primar aus dem T-Zell-
Rezeptor und dem MHC-Molekil-gebundenen Antigen, welches auf den APZ lokalisiert ist.
Fir eine stabile Bindung spielen verschiedene kostimulierende Faktoren eine entscheidende
Rolle, die auf den APZ exprimiert und durch Rezeptoren auf den T-Zellen erkannt werden.
Zu den Ko-Faktoren gehéren u. a. CD40, CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2). Diese binden an die
Rezeptoren CD40L (CD40) und CD28 (B7) (Smith-Garvin et al. 2009). Der B7-CD28 Signal-
weg spielt eine essentielle Rolle in der T-Zell-Aktivierung sowie der Immuntoleranz. Die In-
teraktion von B7-Molekllen mit CD28 férdert u. a. durch die Aktivierung von Transkriptions-
faktoren das Uberleben von T-Zellen, die Sekretion von Zytokinen (IL-2) und die Expression
des CD40L-Rezeptors. B7-Molekiile kénnen zudem auch an CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte
antige 4) binden. Diese Interaktion unterstitzt die periphere T-Zell-Toleranz durch eine Inhi-
bierung des Zellzyklus und der Freisetzung von IL-2 (Sharpe und Freeman 2002). Die Bin-
dung der kostimulierenden Faktoren fihrt zur Proliferation der naiven T-Zellen. Fir die weite-
re Entwicklung der naiven T-Zelle zu einer optimalen Effektor-T-Zelle oder Gedéachtniszelle
sind pro-inflammatorische Zytokine als drittes Signal zur Stimulation erforderlich (Mescher et
al. 2006, Pape und Jenkins 1998).
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3.4.3 Zytokine und Chemokine

Zytokine sind kleine Peptidstrukturen mit einer Molekilmasse von 8 bis 40 kDa. Sie sind an
der Regulierung der Immunantwort, der Inflammation, sowie der Traumaentwicklung betei-
ligt. Die Einteilung erfolgt nach ihrem Wirkungsspektrum. Pro-inflammatorische Zytokine for-
dern aktiv die Entwicklung einer Inflammation. Im Gegensatz dazu reduzieren oder hemmen
anti-inflammatorische Zytokine den Prozess der Wundheilung und die Inflammation. Zytokine
werden von diversen Zellen sekretiert. Die primaren Zellen der Zytokinsynthese sind jedoch
Th-Zellen und Makrophagen. Die Sekretion der Zytokine spielt eine essentielle Rolle in der
Kommunikation und Interaktion zwischen Zellen (Zhang und An 2007). Dieses Netzwerk
steht unter einer strikten Kontrolle durch Zytokininhibitoren und zellassoziierte sowie nicht-
zellassoziierte Zytokinrezeptoren (Opal und DePalo 2000). Zu den pro-inflammatorischen
Zytokinen gehdren u. a. IL-1, TNF, IFN-y sowie diverse Chemokine, wie beispielsweise |L-8.
Chemokine sind kleine Proteine mit einer Molekilmasse von 7 bis 15 kDa. Sie werden durch
primare Mediatoren, wie IL-1 und TNF induziert und wirken chemotaktisch auf die Migration
von Lymphozyten zum Infektionsherd. Vier Subfamilien werden anhand der Position von
Cystein-Resten unterschieden (C, CC, CXC, CX3C). Diese differenzieren in ihrer Fahigkeit
der Chemotaxis (Melik-Parsadaniantz und Rostene 2008). So locken beispielsweise die Ver-
treter der CXC-Familie, wie IL-8, vor allem neutrophile Zellen an und Chemokine der CC-
Gruppe, wie MCP-1, induzieren die Migration von Monozyten sowie Subtypen von CD4"-,
CD8*-Zellen und T-Zell-Gedachtniszellen (Graves und Jiang 1995).

Anti-inflammatorische Zytokine, wie IL-10 und TGF-B, oder nicht-zellassoziierte Rezeptoren,
wie IL-1ra, wirken inhibierend auf die Synthese von pro-inflammatorischen Zytokinen. Die
Klassifizierung der Th-Zellen erfolgt nach der Sekretion der Zytokine. Th1-Zellen sondern
vorrangig pro-inflammatorische Zytokine ab. Diese fuhren zur Aktivierung von Makrophagen
und leiten eine zellvermittelte Immunreaktion gegen intrazellulare Pathogene ein. Th2-Zellen
exprimieren dagegen anti-inflammatorische Mediatoren, welche eine humorale Immunant-
wort induzieren und sich gegen extrazellulare Erreger richten (Opal und DePalo 2000,
Romagnani 1991). Die Differenzierung der naiven Th-Zellen zu Th-Subtypen erfolgt tber die
Stimulation von Zytokinen, wie IFN-y und IL-4, sowie die Bindung von APZ-assoziierten
Oberflachenmolekilen (Feili-Hariri et al. 2005). Zwischen den Th-Subtypen 1 und 2 besteht
eine theoretische Balance, die 1986 in Mausen postuliert wurde. Bei Infektionen oder Auto-
immunerkrankungen wird die Balance gestort und fallt in ein Ungleichgewicht, welches zur
Aufhebung der Immuntoleranz fihrt (Kidd 2003). Eine strikte Regulierung zur Aufrechterhal-
tung der Balance ist somit notwendig. Besonders die Wirkung der pro-inflammatorischen
Zytokine wird stark kontrolliert (Dinarello 2000). Neben dem Einfluss von anti-
inflammatorischen Zytokine, wie IL-10, IL-13 oder TGF-8, spielen ebenfalls molekularbiologi-
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sche Regulationsmechanismen eine entscheidende Rolle. So werden beispielsweise die
Zytokine IL-1B3 und IL-18, im Gegensatz zu anderen pro-inflammatorischen Zytokinen, als
inaktive Vorlauferform im Zytoplasma exprimiert, welche durch Caspase 1 in die bioaktive
Form gespalten und anschlieBend von der Zelle sekretiert wird (Dinarello 1998). Zudem ste-
hen Zytokine und Chemokine in einer Synergie zueinander. So werden Chemokine erst
durch die Stimulation von Zytokinen, wie IL-1, induziert, was wiederum zu einer gesteigerten
Migration von Granulozyten sowie T-Zellen fiihrt. Dieses kausale Zusammenspiel steigert
unter kontrollierten Bedingungen die Wirkung der einzelnen Mediatoren (Gouwy et al. 2005).

3.5 Einfluss von C. b. auf die Wirtszelle und die Immunantwort

C. b. als obligat intrazellularer Erreger steht mit seinem Wirt in einer parasitaren Beziehung.
Eine Infektion fihrt zu einer Reaktion des Wirtes, die auf das Eindammen bzw. Beseitigen
des Erregers abzielt und zur Klassifizierung von Biomarkern genutzt werden kann. Zur Kon-
trolle einer akuten Q-Fieber-Infektion sind eine zellvermittelte Immunantwort und die Bildung
von Granulomen essentiell. Die Sekretion von Zytokinen, wie IFN-y und TNF-a, stimuliert die
antimikrobielle Antwort einer Vielzahl von Zelltypen und leitet damit die Kontrolle der Infekti-
on und die Einddmmung des Infektionsherdes ein (Shannon und Heinzen 2009). Chronische
Infektionen sind dagegen durch eine eingeschrankte zellvermittelte Immunantwort mit einer

reduzierten Granulombildung und einer erhdhten Expression von IL-10 charakterisiert.

3.5.1 Angeborenes Inmunsystem

C. b. weist einen erhéhten Tropismus zu Monozyten und Makrophagen, wie Alveolarmakro-
phagen und Kupffer-Zellen in der Leber auf (Khavkin und Tabibzadeh 1988, Stein et al.
2005). Die Phagozytosefahigkeit dieser Zellen ist ein essentieller Mechanismus zur Eliminie-
rung von Pathogenen, wie Bakterien, Viren und Parasiten (Taylor et al. 2005). Coxiellen nut-
zen hingegen diese Zelleigenschaft, um Uber eine rezeptorvermittelte Endozytose in die
Wirtszelle zu gelangen. Die Invasion ist phasenabhangig und erfolgt tGber die Bindung an
CR3 und ayBs-Integrin auf der Oberflache der mononukledren Zellen. Phase I-Partikel inva-
dieren durch die Bindung an ayBs-Integrin und werden im Verhaltnis zu Phase Il Partikeln,
die zusatzlich noch CR3 benétigen, nur maBig von der Zelle aufgenommen (Capo et al.
1999b). CR3 vermittelt die Internalisierung vieler Erreger. Die Bindungsaffinitat des Rezep-
tors wird durch die Bindung von Kofaktoren, wie ayBs-Integrin sowie CD47, gesteigert
(Hajishengallis und Lambris 2011, Ishibashi et al. 1994). Avirulente Phase II-Partikel werden
durch die Aktivierung von CR3 besser internalisiert und eliminiert. Der CR3-Rezeptor spielt
somit eine wichtige Rolle fir die Virulenz der Coxiellen (Capo et al. 1999b). Virulente Pha-
se |-Partikel induzieren bei Monozyten eine zytoskelettvermittelte Aufnahme der Bakterien
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(Meconi et al. 1998). Invasine spielen bei diesem Prozess eine wichtige Rolle. Bakterien mit
einem Typ IllI-Sekretionsmechanismus injizieren diese Proteine direkt in die Wirtszelle, was
zu einer Veranderung des Zytoskelettes und zur Internalisierung fUhrt. Bakterien ohne
Typ IlI-Sekretionsmechanismus, sogenannte ,Zipper” Bakterien nutzen dagegen oberfla-
chengebundene Proteine, die nach Kontakt mit der Wirtszelle zu einer Aufnahme des Patho-
gens flhren (Pizarro-Cerda und Cossart 2006). Coxiellen verfigen Uber ein Typ IV-
Sekretionssystem und haben auf ihrer Oberflache das Invasin OmpA lokalisiert, welches
nach Bindung an die Wirtszelloberflache eine Internalisierung der beiden Phasentypen be-
wirkt (Martinez et al. 2014). Bakterienbestandteile, wie LPS oder Peptidoglycan, fungieren
als pathogen-associated molecular pattern (PAMPs) und aktivieren nach der Bindung von
TLR’s, wie beispielsweise TLR4 oder 2, die angeborene und adaptive Immunantwort
(Underhill und Ozinsky 2002). TLR4 wird durch das LPS von gram-negativen Bakterien akti-
viert und ist an der Internalisierung von Phase |-, aber nicht von Phase II-C. b.-Partikeln in
Makrophagen beteiligt (Honstettre et al. 2004). Der Rezeptor spielt zudem eine wichtige Rol-
le am C. b.-bedingten Zytoskelettumbau (West et al. 2004). Mit dem Umbau der Aktin-
Strukturen werden durch Tyrosin-Kinase gesteuerte Signalwege aktiviert, welche zur Ex-
pression verschiedener Zytokine fihren (Meconi et al. 2001, Napolitani et al. 2003). Neben
der Aktivierung der Zytokinexpression lést eine Stimulation von TLR4 durch bakterielles LPS
eine vermehrte Granulombildung aus. Die Beseitigung der Coxiellen nach der Phagozytose
erfolgt jedoch nicht durch TLR4-induzierten Mechanismen (Honstettre et al. 2004).
TLR2-Rezeptoren werden durch das Peptidoglycan sowie durch Lipopeptide von gram-
positiven Bakterien, Hefen und Mykobakterien aktiviert. Die Stimulierung fUhrt zu einer ver-
starkten Induktion der Zytokinexpression, welche die Polarisierung sowie Differenzierung der
T-Zellen beeinflusst (Borrello et al. 2011, Underhill und Ozinsky 2002). Der TLR2-Rezeptor
wird durch das LPS von C. b. aktiviert und spielt eine Rolle in der Entwicklung der Infektion.
Die Zytokinexpression von pro-inflammatorischen Mediatoren, wie TNF-a sowie IL-12, wird in
TLR2-defizienten murinen Makrophagen nach einer C. b.-Infektion mit einem Phase II-
Partikel im Vergleich zum Wildtypen bzw. zu TLR4-defizienten Zellen deutlich eingeschrankt.
Zudem sind TLR2-defiziente M&use deutlich permissiver fir die Replikation von C. b.
(Zamboni et al. 2004). Murine In vivo-Experimente bestatigten den Einfluss von TLR2 auf die
Immunantwort und die Beteiligung an der Bildung von Granulomen (Meghari et al. 2005).

Die Interaktion von C. b. mit Monozyten und Makrophagen fihrt darlber hinaus zu einer
Veranderung der Polarisation der Wirtszellen. In ruhenden Monozyten induziert C. b. eine
M1-Polarisierung, welche die Infektion der Erreger kontrolliert. Der M1-Typ wird durch die
Simulation von IFN-y oder durch bakterielle Produkte aufrechterhalten. Dabei werden ver-
mehrt pro-inflammatorische Zytokine und oberfladchenassoziierte Kofaktoren, wie CD80, ex-
primiert (Capo und Mege 2012). Bei Makrophagen induzieren Coxiellen eine M2-
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Polarisierung, die mit der Sekretion von anti-inflammatorischen Mediatoren, wie IL-10, TGF-B
und IL-1ra, sowie M1-typischen Faktoren, wie IL-6 und IL-8, verbunden sind. Durch die ver-
mehrte Reduktion der Inflammation ist die Mdéglichkeit zur Replikation und Persistenz der
Bakterien gegeben (Benoit et al. 2008a). Die Polarisierung der Zelle beeinflusst somit das
intrazellulare Leben der Coxiellen (Capo und Mege 2012).

Neben Monozyten und Makrophagen werden auch DCs von Coxiellen als Wirtszelle genutzt.
DCs gelten als immunologische Sentinels, die Pathogene entdecken und das Immunsystem
entsprechend lenken (Steinman und Banchereau 2007). Wéahrend einer C. b.-Infektion sind
die phagozytierenden DCs die ersten Zellen, mit denen die Bakterien in Kontakt kommen.
Phase I-Partikel replizieren in humanen DC, jedoch ohne eine Aktivierung und Reifung der
Zelle zu induzieren. Phase II-Partikel dagegen flhren zu einer Reifung der DCs und zu einer
vermehrten Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen (Shannon et al. 2005b). Die
fehlende Reifung der Zellen steht in einem Widerspruch zur Th1-Polarisation wahrend eines
akuten Q-Fiebers. Somit scheinen neben der DC-Aktivierung auch andere Faktoren einen
Einfluss auf die Polarisierung der Th-Zellen zu haben (Capo und Mege 2012).

3.5.2 Adaptive Inmunsystem

Das adaptive Immunsystem spielt eine essentielle Rolle in der Heilung einer C. b.-
induzierten Erkrankung, was bereits in zahlreichen Tiermodellen beschrieben werden konn-
te. So erliegen SCID-Mause, welche eine defiziente adaptive Immunantwort besitzen, der
C. b.-Infektion. Immunkompetente Mause kénnen dagegen die Infektion einddmmen und
Uberleben (Andoh et al. 2003). Eine zellvermittelte Immunitat sowie die Bildung von Gra-
nulomen wurden bei Patienten mit einen akutem Q-Fieber nachgewiesen. Nach Aufnahme
der Bakterien durch APZs kommt es zu einer pathogenspezifischen Antigenprasentation auf
der Oberflache der Zellen. In Kombination mit kostimulierenden Faktoren folgt eine Mobilisie-
rung von aktivierten T-Zellen zum Infektionsort, wo diese vermehrt pro-inflammatorische Zy-
tokine (IFN-y, TNF-a) exprimieren. Die T-Zell-assoziierte Sekretion von Zytokinen und Che-
mokinen lockt andere mononukleare Zellen an, die nach Migration zur Bildung von Granulo-
men fohren (Shannon und Heinzen 2009). Die Kombination aus IFN-y und Granulomen re-
sultiert aus einer Th1-polarisierten Immunantwort (Capo und Mege 2012). Die T-Zell-
vermittelte Immunantwort fihrt jedoch nicht zur vollstdndigen Beseitigung der Bakterien. Infi-
zierte Tiere scheiden die Bakterien persistent Gber einen langen Zeitraum nach der Priméarin-
fektion aus (Maurin und Raoult 1999). In Patienten mit einem akuten Q-Fieber konnte noch
nach Monaten bis Jahren bakterielle DNA in zirkulierenden Monozyten sowie im Knochen-
mark nachgewiesen werden (Harris et al. 2000). Die antimikrobiellen Mechanismen zur Ein-
dammung einer C. b.-Infektion verlaufen unabhangig von der Aktivitdt von reaktiver Sauer-
stoff-Spezies (ROI). Die Wirkung von ROI auf C. b. ist bis heute nicht vollstdndig geklart
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(Capo und Mege 2012). IFN-y ist ebenfalls ein wichtiges Zytokin in der Abwehr von Patho-
genen (Schroder et al. 2004). In Abhangigkeit von TNF induziert IFN-y in C. b.-infizierten
Makrophagen die Apoptose. IFN-y reguliert damit gleichzeitig die Expression von TNF und
erhéht die Konzentration an membrangebundenen TNF-alpha, welches eine Vorstufe von
zirkulierendem TNF darstellt. Der Einsatz von neutralisierenden TNF-Antikérpern verhindert
die IFN-y induzierte Eradikation der Bakterien (Dellacasagrande et al. 1999). Zusatzlich zu
membran-gebundenem TNF ist eine Adh&renz von C. b. an B2-Integrin und CD54 notwen-
dig, um die IFN-y gesteuerte Elimierung der Bakterien durch Apoptose der befallenen Wirts-
zelle zu erreichen (Dellacasagrande et al. 2002). Dies zeigt, dass die zellulare Immunantwort
essentiell fir die Kontrolle einer akuten Q-Fieber-Infektion ist (Shannon und Heinzen 2009).
Eine chronische Infektion ist dagegen durch eine reduzierte zellvermittelte Immunantwort
gekennzeichnet (Capo und Mege 2012). In Patienten mit einem chronischen Q-Fieber konn-
te keine Proliferation der Lymphozyten nach Kontakt mit einem C. b.-Antigen nachgewiesen
werden. Bei PBMC von akuten Q-Fieber-Fallen wurde dagegen eine starke Reaktion auf das
bakterielle Antigen mit einer erhéhten Proliferationsrate festgestellt (Koster et al. 1985b). Die
Unempfanglichkeit der Lymphozyten auf C. b. konnte zudem bei Endokarditis-Patienten mit
einer Lymphopenie der CD4" T-Zellen nachgewiesen werden (Sabatier et al. 1997). Diese
Suppression der zelluldren Immunantwort wahrend eines chronischen Q-Fiebers wird durch
eine Uberproduktion anti-inflammatorischer Immunmediatoren, wie Prostaglandin (Koster et
al. 1985a) oder IL-10 (Capo et al. 1996), gelenkt. Die gesteigerte Expression von IL-10 durch
Makrophagen férdert die Persistenz von C. b. in M&usen und reduziert die Bildung von Gra-
nulomen (Meghari et al. 2008). IL-10 begiinstigt zudem die Replikation von C. b. in Monozy-
ten durch die Inhibierung der TNF-a-Expression und reduziert damit die bakterielle Elimie-
rung durch phagozytierende Zellen (Ghigo et al. 2001). In C. b.-infizierten trachtigen Ziegen
fihrte Progesteron zu einer Reduktion der pro-inflammatorische Immunantwort, welche erst
nach der Geburt mit einer erhéhten Expression von TNF-a sowie IL-18 wiederaufgehoben
wurde. Die infizierten Tiere reagierten ahnlich wie persistent infizierte Mause oder Menschen
(Roest et al. 2013). Peripheral blood mononuclear cell (PBMC) von infizierten trachtigen Zie-
gen wiesen zudem eine robuste pro-inflammatorische Immunantwort gegen C. b. auf, jedoch

ohne die Bakterien aus den Organismus zu eliminieren (Ammerdorffer et al. 2014).
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4 Zielstellung

C. b. ist der Erreger der ubiquitar verbreiteten Zoonose Q-Fieber. Die primare Quelle fir eine
Ubertragung der Bakterien auf den Menschen stellen Wiederkduer dar (Maurin und Raoult
1999). Uber die Fahigkeit hinaus dem Erreger die Mdglichkeit zur massiven Vermehrung zu
geben, ist die Art der Interaktion von Coxiellen mit Wiederkduern weitgehend unerforscht.
Entsprechende Untersuchungen zur Wirt-Pathogen-Interaktion erfordern ein geeignetes Mo-
dell. Infektionsstudien mit Ziegen gaben einen ersten Einblick in den Ablauf der bakteriellen
Infektion und die Immunantwort des Wirtes (Roest et al. 2012, Ammerdorffer et al. 2014).
Der Aufwand einen Tierversuch unter Bedingungen der Schutzstufe 3 durchzufihren, ist
sehr hoch. Zellkulturmodelle fir In vitro-Untersuchungen mit C. b. wurden bereits mit ver-
schiedenen murinen und humanen Zelltypen (Monozyten, Makrophagen, Epithelzellen) etab-
liert, jedoch sind diese ungeeignet die Adaptation an bzw. die Virulenz der Erreger flr den
natirlichen Wirt widerzuspiegeln. Somit war das Ziel dieser Arbeit ein In vitro-
Infektionsmodell fiir Wiederkduer zu etablieren. Da mononukleare Zellen, wie Monozyten
und Makrophagen, zu den Zielzellen der Coxiellen zéhlen (Maurin und Raoult 1999), wurde
das Modell an bovinen MDM etabliert. Zur Abschatzung von organ- bzw. wirtsspezies-
spezifischer Besonderheiten wurden zudem bovine Alveolarmakrophagen und humane MDM
verwendet. Beide Zelltypen sind in der Literatur als geeignete Modelle fir C. b. beschrieben
worden (Marriott und Dockrell 2007, Shannon und Heinzen 2008). Ob sich bovine MDM als
Modell eignen, sollte anhand der Infizierbarkeit der Zellen und der C. b.-induzierten Wirts-
zellantwort geprift werden. Daraus abgeleitete Parameter sollten eine typische Infektion in
bovinen Makrophagen definieren. Um stamm- und speziesspezifische Unterschiede zu ermit-
teln, wurden sowohl bovine als auch humane MDM mit 13 heterogenen C. b.-Stammen in-
okuliert und die Wirts-Pathogen-Interaktion untersucht. Aus In vivo-Studien ist bereits be-
kannt, dass Zusammenhange zwischen bakteriellen Eigenschaften (Genotyp, LPS-
Phasentyp, Herkunft) und der Pathogenese von C. b. in Nagern bestehen (Beare 2012,
Russell-Lodrigue et al. 2009). Deshalb sollte der Einfluss verschiedener C. b.-Stdmme auf
die Parameter der Wirt-Pathogen-Interaktion auch mit dem Ziel analysiert werden, potentielle
Biomarker abzuleiten, welche die Virulenz der Stimme in Wiederk&uern als auch deren zoo-

notisches Potential einschatzen.
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5 Material

5.1 Organismen

5.1.1 Zellen

Fur die zellbiologischen Untersuchungen wurden die nachstehenden primaren Zellkulturen

und Zelllinien verwendet:

e MDM-Zellen
Primare Makrophagen wurden aus peripheren Monozyten vom Rind (Bos taurus) und
Menschen generiert. Die Gewinnung der bovinen MDM erfolgte aus dem Vollblut von
Rindern des Friedrich-Loeffler-Instituts (Standort Jena) und des Agarunternehmens
,Wollmisse“ Schlében eG, Sitz Gernewitz bei Stadtroda. Die Blutentnahmen wurden
als Tierversuch der zustandigen Behérde angezeigt (Thiringer Landesamt fir Ver-
braucherschutz, Az. 22-2684-04-04-102/13 vom 04.02.2013).
Far die Isolierung der humanen MDM wurden buffy coats von verschiedenen Blut-
spendern genutzt, welche von der Blutbank des Universitatsklinikums Jena stamm-
ten. Die Verwendung des Blutes fir wissenschaftliche Zwecke wurde durch die Ethik-
Kommission des Universitatsklinikums Jena beflrwortet (Bearbeitungsnummer 3058-
02/11; Schreiben vom 25.07.2013).

¢ Alveolarmakrophagen
Primére bovine Alveolarmakrophagen wurden aus der bronchoalveoldren Lavage-
flissigkeit (BALF) von Rindern des Friedrich-Loeffler-Instituts isoliert. Die Lavage
wurde im Rahmen eines anderen Tierversuches (Thdringer Landesamt fir Verbrau-
cherschutz, Registriernummer 04-004/11) entnommen und zur Verfligung gestellt.
BGM-Zellen (Buffalo-Green-Monkey-kidney)
Bei den verwendeten BGM-Zellen handelt es sich um eine permanente, adharente
und Fibroblasten-artige Zelllinie aus der Niere einer afrikanischen Griinen Meerkatze.
Die Zellen wurden Uber die Zellbank des Friedrich-Loeffler-Instituts (Insel Riems) be-

zogen.

5.1.2 C. b.-Stamme

Die Versuche wurden mit 13 verschiedenen C. b.-Stammen durchgefiihrt (Tabelle 1).
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5.2 Chemikalien/Medien

Tabelle 2: Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

2-B-Mercaptoethanol
Accutase

Acrylamid (30 %)
Ammoniumchlorid
Amphotericin B

BCIP

Borsaure
Bromphenolblau
BSA

DABCO®33-LV
DMEM

EDTA

Essigsaure

Ethanol
Ethidiumbromid

FKS

Formamid

Fuchsin

Glucose
Glutaraldehyd (25 %)
Glycerin

Glycin

Harnstoff

Humanes Serum Si070 Lot : 070M0613
IMDM ohne Phenolrot
Isopropanol
Kaliumchlorid
KH,PO,

Long Ranger Gel Solution
LSM
Magermilchpulver
Malachitgrin

Carl Roth® GmbH+Co. KG
Sigma Aldrich® Co. LLC.
AppliChem

Merck-Gruppe

Sigma Aldrich® Co. LLC.
Sigma Aldrich® Co. LLC.
Carl Roth® GmbH+Co. KG
AppliChem

Serva Electrophoresis GmbH
Sigma Aldrich® Co. LLC.
Gibco®

Carl Roth® GmbH+Co. KG
Carl Roth® GmbH+Co. KG
Carl Roth® GmbH+Co. KG
Serva Electrophoresis GmbH
Gibco®

Carl Roth® GmbH+Co. KG
AppliChem

Difco

Merck-Gruppe

Carl Roth® GmbH+Co. KG
Carl Roth® GmbH+Co. KG
Carl Roth® GmbH+Co. KG
Sigma Aldrich® Co. LLC
Gibco®

Walter CMP
Merck-Gruppe
Merck-Gruppe

Cambrex

PAA Laboratories GmbH
Saliter

Fluka (Sigma Aldrich® Co. LLC.)
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Tabelle 2: Chemikalien (Fortsetzung)

Bezeichnung Hersteller

Methanol Carl Roth® GmbH+Co. KG
Na,EDTA x 2 H,O Sigma Aldrich® Co. LLC.
Na,HPO, Carl Roth® GmbH+Co. KG
Na-Cacodylat Carl Roth® GmbH+Co. KG
NaH.PO, Merck-Gruppe
Natriumchlorid Laborchemie Apolda
Natrium-Citrat AppliChem GmbH
Neufuchsin Merck-Gruppe

NPT Serva Electrophoresis GmbH
Penicillin (1.000 IE/ml)/ Sigma Aldrich® Co. LLC.
Streptomycin (1.000 IE/ml)-Lésung

Phenolrot-Na-Salz Biochrom

RNasin® Ribonuclease Inhibitor Promega

Roti®-Phenol Carl Roth® GmbH+Co. KG
RPMI Lonza Group A

Salzséure Merck-Gruppe

SDS Carl Roth® GmbH+Co. KG
TMB-Substratlésung AbD Serotec (Bio-Rad Laboratories, Inc.)
Tris Carl Roth® GmbH+Co. KG
Trypanblau Sigma Aldrich® Co. LLC.
Trypsin Serva Electrophoresis GmbH
Tween 20 Ferak Berlin

5.3 Oligonukleotide und Primer

Die in Tabelle 3 aufgefihrten Oligonukleotide und primer wurden von Jena Bioscience
GmbH synthetisiert.

Tabelle 3: Primer fiir die Quantifizierung der Genexpression in Makrophagen. Sequenzen sind in
5°-3 Orientierung dargestellt.

Bezeichnung Spezifitit Sequenz Referenz

GAPDH bo F: GCG ATACTCACTCTTCTACCTTCGA (Taubert et
R: TCG TAC CAG GAAATG AGCTTG AC al. 2006)

GAPDH hu F: TGG GTG TGA ACC ATG AGA AG (Brink et al.
R: GCT AAGCAGTTG GTG GTG C 2000)
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Tabelle 3: Primer fiir die Quantifizierung der Genexpression in Makrophagen. Sequenzen sind in
5°-3 Orientierung dargestellt. (Fortsetzung).

Bezeichnung Spezifitit Sequenz Referenz
IL-10 bo F: GTG ATG CCA CAG GCT GAG AA (Lahouassa
R: TGC TCT TGT TTT CGC AGG GCA et al. 2007)
IL-10 hu F: GTG ATG CCC CAA GCT GAG A K. Sobotta
R:CACGGC CTTGCTGTTGTTTT
IL-12 p40 bo, hu F: GCAGCT TCT TCATCAGGG ACAT (Behrendt et
R: CCT CCA CCT GCC GAG AATT al. 2008)
IL-1B bo F: ACC TGA ACC CAT CAACGA AAT G (Taraktsoglou
R: TAG GGT CAT CAG CCT CAA ATA ACA et al. 2011)
IL-1B hu F:-TGATGG CTT ATT ACA GTG GCA ATG (Naldini et al.
R:GTA GTG GTG GTG GGA GAT TCG 2006)
IL-8 bo F: CAC TGT GAA AAATTC AGA AAT CATTGT TA  (Leutenegger
R: CTT CAC CAA ATA CCT GCACAACCTTC et al. 2000)
IL-8 hu F: TCCTGATTT CTG CAG CTC TGT K. Sobotta
R: AAT TTC TGT GTT GGC GCA GT
INF-y bo F: TTC TTG AAC GGC AGC TCT GAG (Budhia et al.
R: TGG CGA CAG GTC ATT CAT CA 2006)
INF-y hu F: CCA ACG CAA AGC AAT ACATGA (Body-
R:CCTTTTTCG CTT CCCTGTTTT Malapel et al.
2008)
iINOS1/2 bo F: GGAGTT TTC CCA TGC AAC CA K. Sobotta
R: ATC CTT GAC CCA ATA GCT GCC
iINOS1/2 hu F: CAA CAA ATT CAG GTACGC TGT K. Sobotta
R: GAT CAA TGT CAT GAG CAA AGG
MCP-1 bo F: GCT GTG ATT TTC AAG ACC ATC CT (Sow et al.
R: GGC GTC CTG GAC CCATTT 2009)
MCP-1 hu F: GTG CAG AGG CTC GCG AGC TA (Glushakova
R: CAG GTG GTC CAT GGA ATC CTG et al. 2008)
RANTES bo F: CAT GGC AGC AGT TGT CTT TAT CA (Taraktsoglou
R: CTC TCG CACCCACTTCTTCTCT et al. 2011)
RANTES hu F: AACCCAGCAGTCGTCTTTGTCA (Hu et al.
R: CTC CCGAACCCATTTCTTCTCT 1999)
TGF-B bo, hu F: GGC CCT GCCCTTACATCTG (Moussay et
R: CGG GTT GTG CTG GTT GTA CA al. 2006)
TNF-a bo F: TCT TCT CAAGCC TCA AGT AACAAGT (Leutenegger
R: CCA TGA GGG CAT TGG CAT AC et al. 2000)
TNF-a hu F: TCT TCT CGA ACC CCG AGT GA K. Sobotta
R

:CCT CTG ATG GCACCACCAG
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Tabelle 4: Primer fir die Quantifizierung von C. b. Sequenzen sind in 5°-3 Orientierung dargestellt.

Bezeichnung Sequenz 5'-3 Referenz
lcd-439¢ F:GTCTTAAGG TGG GCT GCG TG (Klee et al.
2006)
Icd-464+y 6FAM-AGCGAACCATTGGTATCGGACGTTXTATGG--PH (Klee et al.
2006)
lcd-5145 R: CCC CGAATC TCATTG ATC AGC (Klee et al.
2006)

Tabelle 5: Primer fiir die genotypische Charakterisierung der C. b.-Isolate. Die Sequenzen sind in
5°-3 Orientierung dargestellt.

Bezeichnung Sequenz 5°-3
adaA F: TCACCGCTGTTT TTT CAG ACG
R: AAT AGATTC GCT CTC TCA AGC CG
Cox1 F*: AGA AAA AAG CAC AGA CCT TGA
R: TTCCTG ATT TAAAAG GGTGACT
Cox2 F** TTCTTT ATT TCA GGC CGG AGT
R: CCG GTA ACG CCG ATT AGT AA
Cox3 F*: GCAATC CAGTTG GAAAGA A
R: ATT GAAGTAATC CATCGT GAT T
Cox4 F*: ATG AAG AAAGGATGG AGG G
R: TGC AAG GAT AGC CT
Cox5 F*: AAT GGA GTT TGT TAG CAA AGA AA
R: AAA GAC AAG CAA AAC GAT AAA AA
Cox6 F*: GAC AAA AAT CAATAG CCC GT
R:GAGTTG TGT GGC TTC GC
Cox7 F*: ACAGGC CGG TAT TCT AACC
R: CCT CAG CAC CCATTC AG
QpDV F: TTC TTAGTA ACC GGT AGT GGA TGT CC
R: GGC TGT TGT GCA TAT TAG TGT GAT G
QpHA1 F: GCG AGT TGA GGC AGA AGA GG
R: GCA CGG TAG AAT GGA AGG AAG
QpRS F: CTT TCT AAT GGG ATT CCG TCA GC
R: AGT ATT CAATTA AGG ACACCCGTCA
Scurry F: GCATGC TCC ATA GCC AACGTAATCT
R: TGC AAT TCT GTT GTT ATC AGT GCC TT
TRANS 1: TAT GTATCC ACC GTAGCC AGTC

2: CCC AAC AAC ACCTCCTTATTC

* Primer am 5 -Ende mit DY-781 markiert
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5.4 Kommerzielle Testsysteme

Tabelle 6: Kommerziell erhéltliche Testsysteme und gebrauchsfertige Produkte

Bezeichnung Hersteller Verwendung

6 x DNA Loading Dye Fermentas Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese

Fertiggel nUView (4-20 % Peglab Biotechnologie GmbH SDS-Gelelektrophorese

Tris/Glycin-Gel, 10x10 cm)

Gene Ruler™ 100 bp Ladder Fermentas Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese

Haema Diff Qick Labor und Technik, Eberhard Zellzahlbestimmung humane

Lehmann GmbH Makrophagen

Multiplex PCR Kit Qiagen Plasmid-Multiplex-PCR, adaA-
PCR, MLVA-PCR

Omniscript RT Kit Qiagen Reverse Transkription

PageRuler Unstained Low Thermo Scientific SDS-Gelelektrophorese

Range Protein Ladder

PageSilver Silver Staining Kit Fermentas Silberfarbung
RNase-Free DNase-Set Qiagen RNA-Isolierung
RNeasy Mini Kit Qiagen RNA-Isolierung
Roti-Black P Silver Staining Kit ~ Carl Roth® GmbH+Co. KG Silberféarbung
Rotiphenol Carl Roth® GmbH+Co. KG LPS-Isolierung
SYBR® Green PCR Master Mix  Applied Biosystem real- time PCR

5.5 Antikorper

Tabelle 7: Primér-Antikérper fiir Durchflusszytometrie und Immunfluoreszenzmikroskopie. Ge-
gen humane Antigene gerichtete Antikdrper sind direkt-markiert.

Antigen (konju- Zelllinie Isotyp Spezifitat Hersteller Verdiin-
_gierter Farbstoff) nung
CD4 GC1A lgG2a bo VMRD, USA 1:500
CD8 MCA837G IgG2a bo AbDSeroTec, UK 1:500
CD11b MM10A lgG1 bo VMRD, USA 1:250
CD14 CAMB36A lgG1 bo VMRD, USA 1:500
CD21 GB25A lgG1 bo VMRD, USA 1:500
CD40 Aszites lgG1 bo Prof. Werling, UK 1:10
CD40 (FITC) 5C3 IgG1k hu Becton Dickinson 1:222
CD80 Aszites lgG1 bo Prof. Werling, UK 1:10
CD80 (FITC) MEM-233  IgG1 hu Biozol 1:222
CD86 Aszites lgG1 bo Prof. Werling, UK 1:10
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Tabelle 8: Priméar-Antikérper fir Durchflusszytometrie und Immunfluoreszenzmikroskopie
(Fortsetzung).

Antigen (konjugierter Zelllinie Isotyp Spezifitat Hersteller  Verdiinnung

Farbstoff)
CD86 (FITC) BU63 lgG1 hu Biozol 1:222
MHCI PT85A lgG2a bo VMRD, USA 1:500
MHCI (FITC) G46-2.6  1gG1k hu Becton 1:400
Dickinson
MHCII H34A lgG2b bo VMRD, USA 1:500
MHCII (R-PE) 423L lgG2a hu Biozol 1:400
TCR1-N24 GB21A lgG2b bo VMRD, USA 1:500
(6-Kette)
Tabelle 9: Sekundar-Antikorper fiir Durchflusszytometrie
Spezifitat Fluorochrom Hersteller Verdinnung
lgG1 Allophycocyanin Southern Biotech, USA 1:1.000
lgG2a Allophycocyanin Southern Biotech, USA 1:1.000
lgG2b R-Phycoerythrin Southern Biotech, USA 1:1.000
Tabelle 10: Verwendete Antikorper fiir ELISA und Westernblot
Antikérper Klon Hersteller
Goat Anti Rabbit IgG: HRP AHP423 AbDSerotec
Mouse Anti Sheep Interleukin 1 beta MCA1658 AbDSerotec
Rabbit Anti Sheep Interleukin 1 beta STAR124P AbDSerotec
Anti-Mouse IgG-AP Boehringer Mannheim GmbH

5.6 Kulturmedien, Puffer und Losungen

5.6.1 Puffer, Losungen und Medien fiir Zellkulturtechniken

Cacodylat-Puffer

Na-Cacodylat 21,49
A. dest. ad 1000 ml
pH 7,2-7,4

Citratlésung (3.8 %)

Nas-Citrat 38,09
A. dest. ad 1000 ml
DMEM

DMEM 450 ml
FKS (10 %) 50 ml
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Erythrozyten-Lyse-Puffer
NH,CI

NaHCO;

Na,EDTA x 2 H,O

A. dest.

FKS
FKS flir 30 min bei 56 °C hitzeinaktiviert

Glutaraldehyd (2.5 %) mit Glucose
Glutaraldehyd (2,5 %)
Glucose

Glutaraldehyd 2,5 %
Glutaraldehyd (25 %)
Cacodylat-Puffer

IMDM-Beutel-Medium (bovine MDM)

IMDM ohne Phenolrot

Penicillin (1000 IE/ml)/ Streptomycin (1000 IE/ml)-Lésung
Amphotericin B

FKS (20 %)

2-B-Mercaptoethanol (100 uM)

IMDM-Kulturmedium (bovine Makrophagen)

IMDM ohne Phenolrot

Penicillin (1000 IE/ml)/ Streptomycin (1000 IE/ml)-Lésung
Amphotericin B

FKS (2 %)

2-B-Mercaptoethanol (100 uM)

IMDM-Kulturmedium ohne Antibiotika (bovine Makrophagen)

IMDM ohne Phenolrot
FKS (2 %)
2-B-Mercaptoethanol (100 uM)

Natriumchloridlésung (0,89 %)
NaCl
A. dest.

PBS-EDTA-Puffer (10 x, pH 7,4)
Na,HPO,

KH.PO,

KCI

NaCl

Na,EDTA x 2 H,O

A. dest.

RPMI-Kulturmedium (humane MDM)

RPMI ohne Phenolrot

Penicillin (1000 IE/ml)/ Streptomycin (1000 IE/ml)-Lésung
FKS (5 %)

Humanes Serum Si070 (2 %)

RPMI-Kulturmedium ohne Antibiotika (humane MDM)
RPMI ohne Phenolrot

FKS (5 %)

Humanes Serum Si070 (2 %)
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8,29 ¢g
1,09 g
0,037 g

ad 1000 ml

100 ml
1,89

10 ml
90 ml

390 ml
5ml
5mi

100 ml

250 ul

480 ml
5mi
5ml

10 ml

250 ul

490 ml
10 ml
10 ul

899¢
ad 1.000 ml

ad 1.000 ml

464 ml
1 ml
25 ml
10 ml

465 ml
25 ml
10 ml



WMoA 5 % (BGM-Medium Gief3en)

Material

MEM mit Earle’s salts 500 mi
NaHCO; 0,425 ¢
Vitamin 100 x 5mi
L-Glutamin 5mi
FKS 25 ml
5.6.2 Loésungen und Puffer flr bakteriologische Arbeiten

Karbolfuchsin Gebrauchslésung

Karbolfuchsin-Stammlésung 3 mi
Na-Phosphat Puffer (0,1 M) 5ml
— vor Gebrauch frisch filtrieren, nicht langer als 40 h aufbewahren

Karbolfuchsin Stamml&sung

Neufuchsin (10 %) 100 ml
wassriges Phenol (4 %) 250 ml
A. dest. 650 ml
— 48 h bei 37 °C inkubieren lassen, Lagerung bei 4 °C

Laufpuffer SDS-Page

Tris-Base 30,39
Glycin 144 g
SDS 10¢g
A. dest. ad 1000 ml
Malachitgriin-Gebrauchslésung

wassrige Malachitgrinlésung 0,8 %
Na-Phosphat-Puffer (0,1 M)

NaH.PO, (0,2 M) 3,5ml
Na,HPO, (0,2 M) 15,5 ml
A. dest. 19 ml
— auf pH 7,45 einstellen

Probenpuffer nach Laemmli

1 M Tris-CI (pH 6,8) 0,5 ml
SDS (10 %) 2 ml
Bromphenolblau 0,01¢
Glycerin (10 %) 1 ml
A. dest. ad 10 ml
Trypsin/Versen-Puffer

Trypsin Fertiglésung von Biochrom 10 ml
Versen Puffer 90 ml
— Lagerung bei -20 °C

Versen-Puffer

NaCl 8,09
KClI 0,29
Na,HPO, 1,4536 g
EDTA 0,29
KH,PO, 0,29
Phenolrot-Na-Salz 0,015¢
A. dest. ad 1.000 ml

— Lagerung bei 4 °C
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WMoA

MEM mit Earle’s salts 500 mi
NaHCO3 0,425 ¢
Vitamine 100x 5mi
L-Glutamine 5ml
FKS (5 %) 25 ml
5.6.3 Puffer fur molekularbiologische Arbeiten

10 x TBE-Puffer fir LI-COR

Tris 107,82 g
Borsaure 55¢
EDTA 7,44
A. dest. ad 1000 ml
— pH auf 8,3 mit 5 N NaOH einstellen

50 x TAE

Tris 242 g
Eisessig 57,19
EDTA (0,5 M, pH 8) 100 ml
A. dest. ad 1000 ml
— vor Gebrauch 1:50 mit A. dest. verdiinnen

LI-COR Auftragspuffer (Gebrauchslésung)

Formamid 14,4 ml
EDTA (0,5 M, pH 8,3) 600 pl
LI-COR Auftragspuffer (Stammldsung) 1mi
LI-COR Auftragspuffer (Stammldésung)

Formamid 12,5 ml
EDTA (0,5 M, pH 8,3) 0,5 ml
Fuchsin 78 mg
5.6.4 Puffer fir immunologische Techniken

Alkalischer Phosphatase-Puffer (pH 9,2)

NaCl (100 mM) 589
Tris (100 mM) 12,1 ¢
MgCIQX 6 Hgo 1 g
A. dest ad 1000ml
BCIP-Stammlésung

5 % BCIP in DMF l6sen

— Lagerung bei < -15 °C

Beschichtungspuffer (pH 9,5-9,8)

Na2003 x 10 HQO 2,1 5 g
NaHCO; 1,45¢
A. dest. 500 mi
Blockierungslésung

Magermilchpulver (3 %) 0,39
PBS-Tween ad 10 ml

—s frisch ansetzen
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Blockpuffer

1x PBS 100 ml
BSA (0,5 %) 0,59
ELISA-Waschpuffer

1 x PBS 2000 ml
Tween 20 (0,05 %) 1 ml
FACS-Waschpuffer (WP)

PBS (1 x) 99,5 ml
FKS (0,5 %) 500 pl
Immun-Farbeldsung

Alkalischer Phosphatase-Puffer 5ml
BCIP-Stammlésung 16,5 pl
NBT-Stammldsung 33 ul

— frisch ansetzen

Laemmli-Puffer (2 x)

Tris-HCI (0,5 M, pH 6,8) 1 ml
Glycerol (87 %) 0,92 ml
SDS (10 %) 1,6 ml
2-B-Mercaptoethanol 0,4 ml
Bromphenolblau (0,05 %) 0,2 ml
A. dest 4 ml

NBT-Stammidsung
5 %NBT in einem Gemisch aus 70 % Dimethylformamid und 30 % A. dest |6sen
— Lagerung bei < -15 °C

PBS-Puffer (10 x, pH 7.4)

NaCl 109
KH,PO, 259
KClI 259
NaHPO., x 2 H,O 18 ¢
A. dest. ad 1000 ml
PBS-Tween

PBS (1 x) 1000 ml
Tween 20 (0,05 %) 500 ul
Reagenzienverdiinnungspuffer

1x Waschpuffer 100 ml
BSA (0,5%) 0,59
Transferpuffer (pH 8,3)

Glycin (193 mM) 14,49 g
Tris basisch (25 mM) 3,039
Methanol (20 %) 200 ml
A dest ad 1000 ml

— kuhl lagern
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6 Methoden

6.1 Zellbiologische Methoden

6.1.1 Zellkultur

Die Kultivierung der einzelnen Zellen erfolgte im Brutschrank bei einer Temperatur von
37 °C, einem CO,-Gehalt von 5 % und einer Luftfeuchtigkeit von 95 % in den jeweiligen Kul-
turmedien. Nur die immortalisierte Zelllinie BGM wurde passagiert. Dazu wurden die adha-
rent wachsenden Zellen mittels Trypsin oder eines Zellschabers von der GefaBoberflache
abgelbst, in frischem Kulturmedium vereinzelt und je nach Bedarf ein Teil verworfen oder

frisch ausgesat.

6.1.2 Praparation von bovinen MDM aus dem Blut

Die Isolation und Kultivierung von bovinen MDM folgte nach einem beschriebenen Protokoll
(Loos 2012).

6.1.2.1 Isolierung der PBMC

Von klinisch gesunden Rindern wurden jeweils 500 ml Vollblut aus der Vena jugularis ent-
nommen und in eine Glasflasche Uberfihrt, in der 3,8 %iges Natrium-Citrat (1/5 des Blutvo-
lumens) zur Hemmung der Blutgerinnung vorgelegt wurde. Das Volumen des enthommenen
Blutes richtete sich nach dem Gewicht der Tiere. Nach dem Transport ins Labor wurden je-
weils 40 ml des Citrat-Blutes in 50 ml-Zentrifugenréhrchen Uberfiihrt und zentrifugiert
(2380 x g, 20 min, RT, ungebremster Auslauf). AnschlieBend wurde etwa 1/3 des Blutplas-
mas entfernt, der buffy coat vorsichtig mit einer Pipette aufgenommen und zusammen mit
dem buffy coat aus einem weiteren Réhrchen mit dem Blut des gleichen Tieres in einem fri-
schen 50 ml-Zentrifugenréhrchen vereinigt. Bei der Entnahme wurden so wenig Erythrozyten
wie moglich mit aufgenommen. Die Rdhrchen wurden mit PBS/EDTA auf 45 ml aufgefllt,
langsam geschwenkt und zentrifugiert (800 x g, 10 min, RT, ungebremster Auslauf). An-
schlieBend wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen, das verbleibende Probenvolumen
auf 45 ml mit PBS/EDTA aufgefullt und zentrifugiert (800 x g, 10 min, RT, ungebremster Aus-
lauf). Dieser Waschschritt wurde insgesamt dreimal durchgefiihrt. Nach dem letzten Wasch-
schritt wurde der Uberstand entfernt, das Pellet in 45 ml Erythrozyten-Lyse-Puffer resuspen-
diert und 10 min bei RT unter leichtem Schwenken inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein Zent-
rifugationsschritt (300 x g, 10 min, RT, abgebremster Auslauf). Der Uberstand wurde verwor-
fen, das Pellet in 45 ml PBS/EDTA resuspendiert und zentrifugiert (300 x g, 10 min, RT, ab-
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gebremster Auslauf). Nach einem weiteren Waschschritt wurde das Pellet in 25 ml
PBS/EDTA aufgenommen und vorsichtig auf 20 ml Lymphozytenseparationsmedium (LSM)
geschichtet. Nach einer Dichtegradientenzentrifugation (800 x g, 45 min, RT, ungebremster
Auslauf) wurde die Interphase, in der sich die PBMC gesammelt hatten, abgenommen und in
ein 50 ml Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt. AnschlieBend folgten drei Waschschritte mit
0,89 %iger NaCl-Lésung. Im ersten Schritt wurden die Zellen bei 600 x g, 8 min, RT und ab-
gebremsten Auslauf zentrifugiert, in den weiteren Schritten jeweils bei 300 x g, 10 min mit
abgebremstem Auslauf. Bei jedem Waschschritt wurde nach der Zentrifugation der Uber-
stand verworfen, das Pellet in 10 ml 0,89 % NaCl-Lésung resuspendiert, zwei Réhrchen ver-
einigt und mit 0,89 % NaCl-Lésung auf 45 ml aufgefillt. Nach dem letzten Schritt wurde das
Pellet in 10 bis 15 ml 0,89 % NaCl-Lésung resuspendiert und ein Aliquot fir die Zellzahlbe-
stimmung abgenommen. Wéahrend des letzten Zentrifugationsschrittes (300 x g, 10 min, ab-
gebremster Auslauf) wurde das Aliquot mit Trypanblau-Lésung in einem Verhaltnis von 1:20
versetzt und die Zellzahl in einer Zahlkammer nach Neubauer bestimmt. SchlieBlich wurde
das Pellet in IMDM-Anzucht-Medium aufgenommen und die Zellsuspension auf eine Zellzahl
von 4 x 10° Zellen/ml eingestellt.

6.1.2.2 Generierung boviner MDM-Kulturen

Mit einer 30 ml Spritze wurden je 25 ml der eingestellten Zellsuspension in einen Teflon-
beutel Uberfuhrt. Nach dem VerschlieBen der Beutel wurden diese mit 70 %iger Isopropanol-
Lésung abgewischt und far 7 Tage im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,, 95 % Luftfeuchtigkeit)
inkubiert. Zur Ernte der Zellen wurden die Beutel zun&chst fir 20 min bei 4 °C im Kuhl-
schrank gelagert und dann von beiden Seiten mit den Fingern beklopft, um die angeheftete
MDM von der Oberflache zu I6sen. Mit Hilfe einer 60 ml-Spritze wurde die Zellsuspension
aus dem Beutel durch mehrfaches Absaugen bzw. Zurickspritzen in ein 50 ml Zentrifugen-
réhrchen Uberflihrt und die Beutel zweimal mit eiskalter 0,89 %igen NaCl-Lésung gewa-
schen. Die Spullésung wurde ebenfalls in das Réhrchen gegeben. AnschlieBend erfolgte ein
Zentrifugationsschritt (300 x g, 10 min; RT; gebremster Auslauf). Danach wurde der Uber-
stand verworfen und das Zellpellet in 45 ml 0,89 %iger NaCl-Lésung resuspendiert. Bei der
Ernte mehrerer Beutel wurden zwei Zellpellets nach jedem Zentrifugationsschritt (300 x g,
10 min; RT; gebremster Auslauf) vereinigt und anschlieBend mit 45 ml 0,89 %iger NaCl-
Lésung gewaschen. Nach der letzten Zentrifugation wurde der Uberstand dekantiert und das
Zellpellet in 2 bis 5 ml IMDM-Kulturmedium aufgenommen. Fir die Bestimmung der Zellzahl
in einer Zahlkammer nach Neubauer wurde ein Aliquot der Zellsuspension entnommen, mit
Trypanblau-Lésung in einer 1:20-Verdinnung versetzt und ausschlieBlich die im Vergleich zu
den Lymphozyten gréBeren, granulierten MDM gezahlt. Die MDM wurden anschlieBend in
Polystyrolrdhrchen in einer Dichte von 5 x 10° MDM/ml oder in unbeschichteten Zellkultur-
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platten mit 6 Vertiefungen in einer Dichte von 2 x 10° MDM/3 ml bzw. mit 24 Vertiefungen in
einer Dichte von 5 x 10° MDM/ml ausgesat und zum Adhdrieren fiir 18 h im Brutschrank in-
kubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die nicht adharenten Lymphozyten mit 0,89 %iger
NaCl-Lésung abgespiilt und frisches IMDM-Kulturmedium zu den MDM-Kulturen hinzugege-
ben.

6.1.3 Generierung humaner MDM-Kulturen

FUr die Monozyten-Isolierung aus humanem peripherem Blut wurden buffy coats verwendet,
welche durch das Universitatsklinikum Jena (Institut fir Transfusionsmedizin) zur Verfligung
gestellt wurden. Jeweils 40 ml buffy coat wurden mit 40 ml PBS vermischt und vorsichtig auf
20 ml LSM aufgeschichtet. Nach einem Zentrifugationsschritt (250 x g, 45 min, ungebremster
Auslauf) bildeten sich 3 Phasen aus. Die mittlere, PBMC-haltige Interphase wurde in ein
50 ml Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und mit PBS/EDTA auf ein Endvolumen von 40 ml auf-
gefullt. AnschlieBend erfolgte ein Zentrifugationsschritt (1.000 x g, 25 min, ungebremster
Auslauf). Der Uberstand wurde verworfen, die Zellpellets in 10 ml PBS/EDTA resuspendiert
und der Inhalt von jeweils zwei Réhrchen miteinander vereinigt. Nach Zugabe von
PBS/EDTA auf 30 ml erfolgte eine weitere Zentrifugation (340 x g, 25 min, ungebremster
Auslauf), der sich zwei Waschschritte mit 30 ml PBS (290 x g bzw. 160 x g, 25 min, unge-
bremster Auslauf) anschlossen. Im letzten Schritt wurden die Zellen in 10 ml Medium aufge-
nommen und fir die Zellz&dhlung in der Neubauer-Kammer 1:10 verdunnt. Pro Vertiefung
wurden 2 x 107 Zellen in eine 24-Well-Zellkulturplatte gegeben. Nach 90 min Inkubation im
Brutschrank (37 °C, 5 % CO,) wurde der Uberstand in eine neue Vertiefung tberfiihrt und
nochmals resuspendiert. Die in der ersten Vertiefung verbliebenen Zellen wurden zweimal
mit PBS gewaschen und frisches Medium hinzugefigt. Nach einer Inkubation von 18 h wur-
de der Uberstand der zweiten Aussaat abgesaugt und wie bereits beschrieben behandelt.
Aller 2 bis 3 Tage erfolgte ein Mediumwechsel. Sechs Tage nach der Isolation konnten die
Zellen far die jeweiligen Versuche verwendet werden. Fur die Zellzahlbestimmung wurden
von jedem Patienten zusétzlich ausgesate Zellen mit dem Haema Diff Qick-Schnelltest ge-
gengefarbt (Durchfiihrung nach Herstellerangaben). Die Auswertung erfolgte lichtmikros-
kopisch anhand eines selbst erstellten Rasters.

6.1.4 Isolierung und Kultivierung von bovinen Alveolarmakrophagen

Die Kélber wurden nach einem bestehenden Protokoll andsthesiert und mit einem Endoskop
aus dem Tracheobronchiallymphknoten die BALF lavagiert (Prohl et al. 2014). Die in PBS
aufgenommen Zellen wurden zentrifugiert (300 x g, 10 min, gebremster Auslauf) und das
Pellet in 1 ml IMDM-Beutel-Medium aufgenommen. Danach wurde ein Aliquot zur Bestim-
mung der Zellzahl in einer Z&dhlkammer nach Neubauer entnommen und ausschlieBlich die
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granulierten Makrophagen gezahlt. AnschlieBend wurden die Zellen mit Beutelmedium ent-
sprechend verdiinnt und in ZellkulturgefaBe mit 6 (2 x 10° Zellen/Vertiefung) oder 24 Ver-
tiefungen (5 x 10° Zellen/Vertiefung) eingeséat. Die Adharenz erfolgte bei einer Inkubation von
18 h im Brutschrank. Danach wurden die Makrophagen mit 0,89%iger NaCl-Lésung gewa-
schen und IMDM-Kulturmedium mit Antibiotika hinzugefiigt.

6.1.5 Bestimmung der Vitalitat

Fir die Bestimmung der Vitalitdt wurden die Zellen mit einer 0,4%igen Trypanblau-L&sung
fir 3 min bei RT inkubiert und anschlieBend die Zellen lichtmikroskopisch in finf Gesichts-
feldern ausgezahlt (Altman et al. 1993). Dabei wurde die Gesamtheit der Zellen pro Ge-
sichtsfeld erfasst und in Relation zu den blau-gefarbten toten Zellen zu den nicht angeférbten
vitalen Zellen gesetzt.

6.1.6 Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Makrophagenkulturen

FUr die Beurteilung der Zellmorphologie wurden neben der lichtmikroskopischen Darstellung
auch elektronenmikroskopische Aufnahmen angefertigt. Hierflir wurden je 2 x 10° Makropha-
gen pro Vertiefung in einer nicht beschichteten (Suspensions-Zellkulturplatten, Greiner Bio-
one: bovine MDM) oder beschichteten (Advanced TC Zellkulturplatten, Greiner Bio-one: hu-
mane MDM und bovine Alveolarmakrophagen) Zellkulturplatte mit 6 Vertiefungen kultiviert.
Das Medium der Zellen wurde vor der Fixierung entnommen, 2 ml 2,5 %iges Glutaraldehyd
hinzugefligt und fir 2 h bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurde 1 ml Glutaraldehyd verworfen
und die Makrophagen vorsichtig mit einem Zellschaber von der Oberflache abgenommen.
Die Zellen wurden dann ohne zu resuspendieren in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 Ubertragen
und bei 10.000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend so weit ent-
fernt, dass nur noch ein dinner Flussigkeitsfilm Gber dem Pellet verblieb. Die Probe wurde
bis zur Aufarbeitung bei 4 °C gelagert. Fir die Préparierung der Zellen wurde ein groBBes
Zellpellet bendtig. Dies wurde aus verschiedenen Makrophagenkulturen gepoolt. Fir eine
langere Lagerung wurden die Zellpellets in Cacodylat-Puffer gegeben. Die weitere Aufarbei-
tung der Proben und die elektromikroskopischen Aufnahmen erfolgten am Institut fir Moleku-
lare Pathogenese (FLI, Jena) durch Prof. Dr. Liebler-Tenorio.

6.2 Infektionsversuche in Makrophagenkulturen

Far Infektionsversuche wurden die MDM-Kulturen und die bovinen Alveolarmakrophagen ein
bis zwei Tage vor der Infektion auf Antibiotikum-freies IMDM-Kulturmedium umgestellt. Alle
Arbeiten mit dem Erreger, ausgenommen Stamm Nmll, erfolgten bis zur Inaktivierung des
biologischen Materials in einem Labor der Schutzstufe 3.

38



Methoden

6.2.1 Invasion in bovinen MDM

Um eine optimale Infektion zu erzielen, wurden Infektionsstudien zur Findung einer geeigne-
ten MOI (multiplicity of infection) und Inokulationszeit mit dem Stamm Nml in bovinen MDM
durchgefiihrt. Hierfir wurden Polystyrolréhrchen mit einer Zelldichte von 5 x 10° MDM/m
verwendet, welche mit verschiedenen MOI’s (100, 200) und Inokulationszeiten (1 h, 2 h,
24 h) behandelt wurden. Nach einer Inkubation von 7 d wurde die Keimzahl mit Hilfe des
KIDso-Tests bestimmt sowie das morphologische Bild der Zellen lichtmikroskopisch beurteilt.

6.2.2 Aufzeichnung einer Replikationskinetik

Far die Aufzeichnung einer Wachstumskinetik in bovinen MDM wurden Polystyrolréhrchen
mit einer Zelldichte von jeweils 5 x 10° MDM/ml verwendet. Nach der Umstellung des Medi-
ums auf Antibiotikum-freies IMDM-Kulturmedium erfolgte am Tag der Infektion ein weiterer
Mediumwechsel abziiglich des Inokulumvolumens (50 ul). Die Zellen wurden anschlieBend
mit einer MOI von 100 fir 1 h bei 37 °C inokuliert. Nach der Inkubationszeit wurde das Inoku-
lum entfernt, die Zellen dreimal mit 1 ml 0,89 %iger NaCl-Lésung gewaschen und 1 ml fri-
sches IMDM-Kulturmedium ohne Antibiotikumzusatz zu der MDM-Kultur hinzugeflgt. Alle
Ansatze wurden bis zur Probenahme im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Die Zeitpunkte flr
die Probenahme wurden anhand eines Vorversuches definiert. In diesem wurden die bo-
vinen MDM-Kulturen mit dem Stamm Nml infiziert und die Probennach 1d,2d,3d,4d,7d,
9d, 11 d sowie 14 d p. i. entnommen. Fir jede Probe wurde jeweils die Lebendkeimzahl an-
hand eines KIDs,-Tests (6.3.3) oder das Gen der Isocitratdehydrogenase (icd) mit Hilfe einer
real-time PCR (6.4.3) in der intrazellularen Fraktion bestimmt. Hierfir wurde das Medium als
extrazelluldre Fraktion in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 Gberfihrt, anschlieBend 1 ml frisches
IMDM-Kulturmedium ohne Antibiotikumzusatz auf den Zellrasen gegeben und diese Probe
als intrazellulare Fraktion bis zur Aufarbeitung bei — 80 °C gelagert. Fir den quantitativen
Nachweis von C. b. wurde die intrazelluldre Fraktion einem dreimaligen Auftau- und Ein-
frierzyklus unterzogen. Bei dieser Methode werden die Zellen durch den osmotischen Druck
zerstort und die Bakterien freigesetzt. Flr die Bestimmung des icd-Gens wurde von jedem
Ansatz ein Aliquot von 100 pl entnommen und hitzeinaktiviert (30 min, 95 °C). Der Rest der
Probe wurde zur Quantifizierung der Lebendkeimzahl verwendet. Im Hauptversuch mit 13
C. b.-Stammen wurde die Probeentnahme auf folgende Zeitpunkte eingeschrankt: 1 d, 7 d
und 14 d p. i.. Vor jeder Probenahme wurden die Zellen lichtmikroskopisch anhand der Zell-
morphologie und der Entwicklung der PV beurteilt.

Die Aufnahme der Wachstumskinetik verschiedener C. b.-Stdmme in humanen MDM erfolgte
nach dem Protokoll der bovinen MDM-Infektion. Da die Zellen ausschlieBlich auf speziell
beschichteten Platten adhéarieren, wurden spezielle Zellkulturplatten mit 24 Vertiefungen
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verwendet. Pro Vertiefung wurde eine Zelldichte von 8 x 10° Makrophagen eingesetzt und
entsprechend infiziert. Jede Zellkulturplatte enthielt nur Proben fir einen Zeitpunkt der Kine-
tik, sodass nach Entnahme des extrazelluldren Uberstands sowie Zugabe von 1 ml Kultur-
medium, die Platte mit Parafilm abgedichtet und bei -80 °C gelagert werden konnte. Die int-
razellulare Infektion wurde nach einem dreimaligen Einfrier- und Auftauverfahren gewonnen
und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal Uberfihrt. Die Aufarbeitung der Proben flr die Quantifizie-
rung der Bakterien erfolgte wie bei den bovinen MDM. Fir die Bestimmung der Replikation
von C. b. in bovinen Alveolarmakrophagen wurde das Protokoll gemai der humanen MDM

verwendet.

6.2.3 Bestimmung der Wirtsantwort wahrend einer Infektion

Fir die Bestimmung der Makrophagenreaktion auf eine Infektion mit C. b. in Form der Ex-
pression von Zytokinen und Chemokinen wurden unbeschichtete (bovine MDM) oder be-
schichtete (humane MDM und bovine Alveolarmakrophagen) Zellkulturplatten mit 6 Vertie-
fungen mit einer Zelldichte von 2 x 10® MDM/3 ml verwendet. Nach Umstellung des Mediums
auf Antibiotikum-freies IMDM-Kulturmedium erfolgte am Tag der Infektion ein weiterer Medi-
umwechsel abzlglich des Inokulumvolumens. Die Zellen wurden anschlieBend mit verschie-
denen C. b.-Stammen (MOI = 100) fir 1 h bei 37 °C infiziert. Als Kontrollen wurden zuséatz-
lich eine Mock-Infektion mit gleichem Volumina an NaCl-Lésung sowie als Positivkontrollen
eine Stimulation mit E. coli LPS O111:B4 (6 ug/ml) und eine hitzeinaktivierte Suspension des
Stammes Nml (30 min bei 95 °C) verwendet. Nach der Inkubationszeit wurde das Inokulum
entfernt, die Zellen dreimal mit 3 ml 0,89 %iger NaCl-L6sung gewaschen und 3 ml frisches
IMDM-Kulturmedium ohne Antibiotikum-Zusatz zu den Kulturen hinzugefiigt. Das LPS der
Positivkontrolle wurde hingegen nicht Uber den Inkubationszeitraum entfernt. Alle Ansatze
wurden im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Bei Versuchen mit bovinen MDM wurden Proben
fir eine Auswahl an Referenzstdmmen nach einer Inkubation von 3h, 1d, 3d und 7d p. i.
entnommen. Fir die vergleichenden Untersuchungen zwischen den einzelnen Stdmmen und
den Zellkulturen erfolgte die Probenahme 3 h p. i. Hierflr wurden die Zellen zweimal mit 3 ml
0,89 %iger NaCl-Lésung gewaschen und mit 350 ul RLT-Puffer (RNeasy® Mini Kit, Puffer mit
1 % 14,3 M 2-B Mercaptoethanol) lysiert. Das Zelllysat wurde anschlieBend in ein 1,5 ml Re-
aktionsgefal3 Gberflhrt und bis zur RNA-Isolierung bei -80 °C gelagert. Der RLT-Puffer wirkt
nachweislich bakteriostatisch auf C. b., sodass alle weiteren Aufarbeitungsschritte auBerhalb
des S3-Labors stattfinden konnten.

6.2.4 Charakterisierung der Oberflachenmarker-Expression

Nicht beschichtete (bovine MDM) und beschichtete (humane MDM und bovine Alveolarmak-
rophagen) Zellkulturplatten mit 6 Vertiefungen wurden mit einer Zelldichte von
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2 x 10° MDM/3 ml eingesét. Nach Umstellung auf Antibiotikum-freies Kulturmedium erfolgte
die Infektion mit 100 MOI fir 1 h bei 37 °C. Als Negativkontrolle wurde eine Mock-Infektion,
sowie als Positivkontrolle LPS von E. coli (6 pg/ml) verwendet. Nach einer Inkubationszeit
von 1 h wurde das Inokulum entfernt, die Zellen dreimal mit 3 ml 0,89 %iger NaCl-Lésung
gewaschen und 3 ml frisches Kulturmedium hinzugefiigt. Das LPS in der Positivkontrolle
wurde hingegen nicht Uber den Inkubationszeitraum entfernt. Alle Ansatze wurden bis zur
Probennahme bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Der Probennahmezeitpunkt wurde zu-
nachst in einem Vorversuch ermittelt. Hierfir wurden bovine MDM mit Nml und einer ent-
sprechenden hitzeinaktivierten Nml-Suspension inokuliert und die Oberflachenmolekile
CD40, CD80, CD86, MHC | sowie MHC Il nach 3 h, 6 h und 24 h p. i. durchflusszytometrisch
quantifiziert. FUr die vergleichenden Untersuchungen der Expression von Aktivierungsmar-
kern zwischen 13 C. b.-Stdmmen in den verschiedenen Makrophagenkulturen wurden die
Proben 24 h p. i. entnommen und untersucht.

6.3 Bakteriologische Methoden

Die Anzucht und Typisierung der Bakterien wurden am IHIT in GieBBen durchgefihrt.

6.3.1 Anzucht und Aufreinigung von C. b.

Die verwendeten Isolate wurden nach dem Verfahren von Arens (Arens 1979) der kontinuier-
lichen Vermehrung in BGM-Zellen kultiviert. Fir die Vermehrung wurden BGM-Zellen auf
Deckglaschen in Polystyrolréhrchen, in Vierkant- oder Zellkulturflaschen angezlchtet. Der
konfluente Zellrasen in den Polystyrolrbhrchen wurde mit dem jeweiligen C. b.-Isolat inoku-
liert und anschlieBend bei 37° fir 1 h bei 3.000 x g zentrifugiert. Nach drei bis sieben Tagen
Inkubation (37 °C, 5 % CO,) und taglicher lichtmikroskopischer Kontrolle wurden die infizier-
ten Zellen mittels Ultraschall fiir 5 s (Sonifier B-12, Branson Sonic, 60-70 Watt) aufgeschlos-
sen. Das entstandene Lysat diente als Inokulum fir die Zellkulturen in den Vierkantflaschen.
Nach einer 6-tédgigen Inkubation bei 37 °C wurden die infizierten Zellen von der Oberflache
abgeschabt und fur die Infektion der Zellkulturflaschen verwendet. Jeweils nach 2 Tagen
erfolgte ein Mediumwechsel, wobei die Ubersténde der infizierten Zellen geerntet wurden.
Die gesammelten Uberstande wurden bei 14.300 x g im Festwinkelrotor fiir 1 h bei 5 °C zent-
rifugiert und das Sediment in 5 bis 10 ml 0,89 %iger NaCl-Lésung resuspendiert. Es folgte
ein weiter Zentrifugationsschritt im Festwinkelrotor (39.000 x g, 5 °C, 45 min). In der an-
schlieBenden Ultraschallbehandlung des in 10 ml 0,89 %iger NaCl-Lésung gelésten Pellets
wurden die sedimentierten Zellen aufgeschlossen. Darauf folgte ein weiterer Zentrifugations-
schritt (484 x g, 5°C, 10 min), um den Zelldetritus von den Erregern zu trennen. Im An-
schluss wurde der C. b.-haltige Uberstand erneut bei 39.200 x g fiir 45 min bei 5 °C zentrifu-
giert. Das Pellet wurde in 500 pul bis 1.000 pl 0,89 %iger NaCl-Lésung resuspendiert und bis
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zur Quantifizierung gegebenenfalls bis zu 4 Tage bei 4 °C gelagert. Nach der Quantifizierung
mit Hilfe der Gimenez-Farbung (6.3.2) wurden die C. b.-Suspensionen aliquotiert und bei
-80 °C gelagert.

6.3.2 Gimenez-Farbung

Ein Aliquot der zu bestimmenden C. b.-Suspension wurde auf einen Objekttrager aufgetra-
gen, luftgetrocknet und fir 1 Stunde im Methanolbad fixiert. AnschlieBend folgte ein 10-
minGtiger Farbeschritt mit Karbolfuchsin-Gebrauchslésung bei RT und danach mit Malachit-
grin (8 %; 2 x 1 min; RT). Vor und nach jedem Farbeschritt wurde der Objekitrager mit
A. dest. gewaschen. Die Auszahlung der Partikel erfolgte mikroskopisch mit Hilfe eines Oku-
larzahlgitters (Netzmikrometer).

6.3.3 Bestimmung der C. b.-Lebendkeimzahl im KIDs,-Test

Fur die Bestimmung von C. b.-Lebendkeimzahlen in wassrigen Lésungen wurden zunéchst
BGM-Zellen in Mikrotiterplatten (96 Vertiefungen) mit je 3-6 x 10° Zellen pro Vertiefung aus-
gesét und 24 h im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,) adharieren gelassen. Vor Beginn der Titra-
tion wurde der Zellrasen lichtmikroskopisch auf Konfluenz Gberprift und das Medium ge-
wechselt. Die Polystyrolréhrchen mit den infizierten Makrophagen wurden nach dem Auftau-
en mit Ultraschall (Sonifier B-12, Branson Sonic) fur 5 s behandelt. Dieses Verfahren dient
der Vereinzelung der Coxiellen. In 4-fachen Ansatzen wurden dann jeweils 132 pl der Coxiel-
len-Suspension in die ersten 4 Vertiefungen der ersten Reihe der Mikrotiterplatte gegeben
und mit einer logs-Verdiinnung die Suspension austitriert. Hierfir wurden jeweils 33 pl der
Suspension in die nachste Reihe gegeben, resuspendiert und die Spitzen der Mehrkanalpi-
pette gewechselt. Als Positivkontrolle diente eine eingestellte Nml-Suspension
(1 x 10° Partikel/ml). Die Mikrotiterplatte wurde anschlieBend 1 h bei 37 °C und 2.415x g
zentrifugiert und fir 8 Tage im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,) inkubiert. Fir die Auswertung
wurde ein Phasenkontrast-Mikroskop verwendet, mit welchem man jede Vertiefung auf Va-
kuolenbildung Uberprufte. Jede Vertiefung mit einer Vakuole wurde als positiv bewertet. Die
Lebendkeimzahl wurde als kulturinfektiose Dosis 50 % pro Milliliter Testsuspension
(KIDsg/ml) nach Spearman und Kérber (Spearman und Karber 1974) berechnet.

6.3.4 Differenzierung des C. b.-Phasentyps

Fir die Bestimmung des Phasentyps wurde zunachst das LPS der Coxiellen nach Kersh
isoliert und aufgereinigt (Kersh et al. 2011). Hierfir wurden 500 pl einer C. b.-Suspension
(5 x 10'°Partikel/ml in A. dest) fir 5 s mit Ultraschall (Sonifier B-12, Braunson Sonic) behan-

delt, 500 ul Rothiphenol hinzugefligt und griindlich gemischt. Dem folgten ein Inkubations-
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schritt fir 10 min bei 100 °C und ein anschlieBender Zentrifugationsschritt (14.000 x g, 8 min,
4 °C). Nach der Zentrifugation entstanden zwei definierte Phasen, die obere wurde in ein
1,5 ml Reaktionsgefa3 tberflihrt und die untere mit 500 pl A. dest. versetzt, griindlich ge-
mischt und 5 min bei 100 °C inkubiert. AnschlieBend folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt
(14.000 x g, 8 min, 4 °C). Die obere Phase wurde mit der ersten Abnahme vereinigt und bei -
70 °C gelagert. Die untere Phase wurde verworfen. Die tiefgefrorene obere Phase wurde in
einer Gefriertrocknungsanlage (Christ Alpha 2-4) bei <1 mbar und -80 °C fiir mehr als 24 h
lyophilisiert. Das gewonnene Lyophilisat wurde bei 4 bis 8 °C bis zur weiteren Verwendung
gelagert. FUr die Auftrennung des LPS mit Hilfe der SDS-Gelelektrophorese wurde zunéchst
zu den Lyophilisaten 50 ul Probenpuffer nach Laemmli hinzugefligt und anschlieBend von
jeder Probe eine Verdlinnungsreihe (log, mit Probenpuffer) angesetzt. Die verdinnten Pro-
ben wurden fir 3 min bei 100 °C inkubiert und zu je 10 pl auf Fertiggele (4-20 % Tris/Glycin-
Gel) aufgetragen. Da die zu erwartende BandengréB3e bei 5 bis 20 kDa lag, wurde ein Pro-
teinmarker (5 pl Auftragevolumen) im Bereich von 3,5 bis 100 kDa eingesetzt. Die Elektro-
phorese wurde in einer Minigel-Twin Kammer (Biometra) bei 120 V durchgefihrt. Die Detek-
tion erfolgte mit einer Silberfarbung. Hierfir wurden zwei verschiedene Kits (PageSilver Sil-
ver Staining Kit oder Roti-Black P Kit) gemal den Herstellerangaben verwendet.

6.3.5 Charakterisierung der bakteriellen Morphologie mittels Negativ-Kontrast-
Verfahren

Fir die morphologische Darstellung der Coxiellen mit Hilfe des Negativ-Kontrast-Verfahrens
wurde im S3-Labor 50 ul der C. b.-Suspension mit 50 pl 2,5 % Glutaraldyd mit Glucose ver-
mischt und fiir 2 h bei 4 °C inkubiert. Innerhalb dieser Zeit erfolgt die Fixierung und Inaktivie-
rung der Bakterien. Die Aufarbeitung und Auswertung der Proben wurde im Institut fir Mole-
kulare Pathogenese (FLI, Jena) durch Prof. Dr. Liebler-Tenorio durchgefihrt.

6.4 Molekularbiologische Methoden

6.4.1 RNA-Isolierung aus Makrophagenkulturen

Far die Extraktion der Gesamt-RNA aus Makrophagenkulturen wurde ein kommerziell erhalt-
liches Isolierungskit (RNeasy® Mini Kit, Qiagen) verwendet. Zunachst wurden alle Proben
langsam bei RT aufgetaut. Um eine vollstdndige Homogenisierung des Zelllysats zu erzielen,
wurde dieses auf eine RNeasy® Shredder Saule gegeben und 2 min bei 14.000 U/min zentri-
fugiert. Der Durchfluss wurde anschlieBend mit 350 ul 70 %igem Ethanol versetzt und vor-
sichtig resuspendiert bis keine Schlieren mehr sichtbar waren. Dann wurde das Ethanol-
Lysat-Gemisch auf eine RNeasy® Mini Spin Saule tberfiihrt und 5 s bei 8.000 U/min zentri-
fugiert. Nach Verwerfen des Inhaltes des SammelgefaBes wurden 350 ul RW1-Puffer auf die
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Saule gegeben und wiederum zentrifugiert (15 s, 8.000 U/min). AnschlieBend wurden die
Saulen einem DNA-Verdau unterzogen. Hierfir wurde zunachst die in RNase-freiem Wasser
geléste DNase I-Stammldsung im RDD-Puffer in einem Verhéltnis von 1:7 vorsichtig ver-
dinnt und jeweils 80 pl des DNase-Inkubationsmixes direkt auf die Sdulenmembran gege-
ben. Nach einer Inkubation von 15 min bei RT wurden die S&ulen mit 350 ul RW1-Puffer
gewaschen (15 s, 8.000U/min). Der Durchlauf wurde mit dem Sammelgefal3 verworfen und
ein neues Sammelgefal3 verwendet, 500 ul RPE-Puffer auf die Membran gegeben und 15 s
bei 8.000 U/min zentrifugiert. Nach Entfernen des Durchflusses erfolgte ein weiterer Wasch-
schritt mit 500 Il RW1-Puffer (2 min, 8.000 U/min). Um die Membran von Resten des
Waschpuffers zu befreien, wurden die Saulen 1 min bei maximaler Geschwindigkeit (14.000
U/min) zentrifugiert. FUr die Elution wurden 0,8 pl RNase-Inhibitor (ca. 32 Units) in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal3 vorgelegt und die Saule in das Gefal3 Uberfuhrt. AnschlieBend wurden 30 pl
RNase-freies Wasser auf die Membran gegeben und 2 min bei 14.000 U/min zentrifugiert.
Die im Durchfluss enthaltene RNA wurde mittels Photometer auf Reinheit und Konzentration
Uberpruft (6.4.2) und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert.

6.4.2 Quantifizierung der mRNA-Expression

Die RNA-Konzentration wurde photometrisch (nano-Drop®ND1000, Thermo Scientific) bei
einer Wellenldnge von 260 nm gemessen. Eine Absorption von 1 entspricht dabei 40 ug
RNA pro ml und geht als Konstante in folgende Gleichung ein:

40 x A260 g
1000

Eine Aussage Uber die Reinheit der RNA wird aus dem Quotienten Axeo/Azgo getroffen, der
bei RNA optimal einen Wert von 2 einnimmt. Ist der Wert unter 1,5 so liegt eine Proteinkon-
tamination vor (Glasel 1995).

6.4.2.1 Reverse Transkriptase-PCR

Das Umschreiben von RNA in die komplementare DNA (cDNA) erfolgte mit Hilfe einer retro-
viralen Reversen Transkriptase und random-primer. Fir die Reaktion wurden 0,25 ug RNA
mit RNase-freiem Wasser auf ein Endvolumen von 12 pl eingestellt. AnschlieBend wurde die
template-RNA denaturiert (5 min, 65 °C) und folgende Reagenzien hinzugeflugt:

10 fach RT-Puffer 2 pl
5 mM dNTP’s Mix 2ul
10 uM random primer 1 ul
20 U RNase-Inhibitor 1 ul
4 U Reverse Transkriptase 1 ul
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Die anschlieBende Reverse Transkription erfolgte im ,Thermocycler (Biometra) in folgenden
Inkubationsschritten:

= 60 min, 37 °C

= 5 min, 93 °C.

6.4.2.2 Echtzeit-PCR (real-time PCR)

Die real-time PCR dient der quantitativen Bestimmung von PCR-Produkten. Amplifikate wer-
den durch die Reaktion mit einem Fluoreszenzfarbstoff erfasst. Als Farbstoff wurde SYBR
Green | (Cyanin-Farbstoff) verwendet, welcher mit der kleinen Furche der doppelstrangigen
DNA interkaliert. Der entstehende DNA-Farbstoff-Komplex absorbiert blaues Licht bei einer
Wellenlange von 497 nm und emittiert im Vergleich zu freiem SYBR Green | ein vielfach
starkeres Fluoreszenzlicht (Zipper et al. 2004). Das resultierende Signal verhalt sich propor-
tional zur DNA-Konzentration und nimmt mit ansteigender Zyklenzahl an Intensitat zu.

Fur eine Reaktion wurde der folgende Ansatz verwendet:

2x ,QuantiFast SYBR Green PCR master mix* 12,50 pl
Nuclease freies H,O 6,75 ul
forward primer (5 pM) 2,25 pl
reverse primer (5 uM) 2,25 pl
cDNA 1,25 pl

Neben den Proben wurden eine H,O-Kontrolle und ein Standard als interne Kontrolle mitge-
fihrt. Die Reaktion wurde am ABI Prism®7500 (Applied Biosystem) mit folgendem Tempera-
turprofil durchgefihrt:

e 95°C, 10 min

e 95°C,15s

e 60 °C, 1 min

e 39 Zyklen: 95 °C, 15 s; 60 °C, 1 min

e 95°C,30s

e 60°C,15s

Nach der Reaktion wurde die Spezifitdt der PCR-Produkte durch das Erstellen einer
Schmelzkurve Uberpriift. Hierflr erfolgte eine schrittweise Erhéhung der Temperatur, die
DNA-Doppelstrange denaturierten und das gebundene SYBR Green | wurde freigesetzt,
welches eine kontinuierliche Fluoreszenzmessung ermdglichte. Da jedes Produkt aufgrund
der Basenzusammensetzung eine unterschiedliche Schmelztemperatur Ty besitzt, konnten
anhand der Schmelzpunkte unspezifische Bindungen von SYBR Green | unterschieden wer-
den.
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6.4.2.3 Relative Quantifizierung (Auswertung der real-time PCR)

Far die Auswertung der real-time PCR wurde die Quantifizierungsstrategie der relativen
Quantifizierung angewandt. Diese basiert auf die Normalisierung der Expression des Ziel-
gens auf ein nicht reguliertes housekeeping Gen (HKG), wodurch die Varianz der Expression
des Zielgens reduziert wird. Die Berechnung der Expressionsanderung ,Ratio“ erfolgte mit-
tels eines Effizienz-korrigierten Modells Uber die Normalisierung der PCR-Produkte auf das
HKG gapdh. Die Effizienz wurde flr jede Probe bzw. primer-Paar tber den Anstieg der sig-
moidal verlaufenden Fluoreszenzsignalkurve mit Hilfe der Software ,LinReg“ bestimmt. Die
Berechnung der Effizienz erfolgte nach der Formel:

1
E= 10 [_Anstieg]

Die Ratio wurde mit Hilfe der Software ,REST-384" (,Relative Expression Software Tool-384-
Version 2“, Pfaffl) bestimmt. Dieses Programm ermdglicht eine statistische Aussage der Ge-
nexpression bei n+1 Wiederholungen. Dabei werden die Ci-Werte der einzelnen Gruppen
gemittelt und auf das HKG mit Einberechnung der Effizienzvarianz normalisiert. Die Berech-
nung erfolgte tUber die Formel:

E ZielgenACtZielgen (MW Kontrolle—MW behandelt)

= E ReferenzgenACt Referenzgen (MW Kontrolle—MW behandelt)

Die Ergebnisse wurden anschlieBend statistisch anhand eines Randomisierungstests erfasst
(Pfaffl et al. 2002). Bei diesem Verfahren werden mégliche Einflussfaktoren innerhalb der
Gruppen die zu einer Verzerrung der Ergebnisse fuhren kénnten, verrechnet und eine Aus-
sage Uber die Ratio mit entsprechender Signifikanz getroffen. Die Ratio wurde anschlieBend
in einem relativen Verhaltnis zur Kontrollgruppe dargestellt. Es wurde hierbei neben der ma-
thematischen auch eine biologische Signifikanz eingeflhrt. Bei einer Ratio von 0,8 bis 2 wur-
de angenommen, dass ein Gen in Folge der Behandlung unverandert zur Kontrolle expri-
miert wurde. Das Unterschreiten eines Wertes von 0,8 oder das Uberschreiten eines Wertes
von 2 wurde als im Vergleich zur Kontrolle biologisch signifikant verminderte bzw. erhéhte

Expression des Gens interpretiert.

6.4.3 Quantifizierung der C. b.-Genomaquivalente

Fir die Quantifizierung von C. b.-Genomaquivalenten (GE) wurde eine real-time PCR ver-
wendet, welche das Gen der bakteriellen icd amplifiziert. Das icd-Gen ist pro Bakterium nur
einmal vorhanden und hochkonserviert. Dies ermdglicht die Quantifizierung einer Vielzahl
von C. b.-Stammen (Klee et al. 2006). Die Methode basiert auf einer real-time-Taq®-PCR, bei
der nach Spaltung einer fluoreszenzfarbstoffmarkierten Sonde durch die 5°-3"-Exo-
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nukleaseaktivitat der Tag-DNA-Polymerase ein Fluoreszenzsignal freigesetzt wird, welches
proportional zur Amplifikation des Gens verlauft. Fiir eine Reaktion der PCR wurde folgender

Ansatz verwendet:

A. dest. 5,6 ul
Fermentas Maxima Probe gPCR master-mix (2 x) 10,0 ul
primer 1: icd-439¢ (7,5 pM) 0,8 ul
primer 2: icd-514g (7,5 M) 0,8 ul
Sonde: icd-464my (2,5 uM) 0,8 ul
template DNA/Plasmid-Standard 2,0 ul

Als template-DNA wurde erhitzte Biomasse (MDM-Suspension, 95 °C, 30 min) verwendet.
Vor Zugabe in die PCR erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei maximaler Geschwindigkeit
(14.000 rpm) far ca. 1 min. Dabei setzten sich Zelldebris, welcher sich stérend auf die PCR
auswirken konnen, als Pellet ab. Nach Verteilen des master-mixes und Zugabe des templa-
tes bzw. des Plasmid-Standards (Verdiinnungsreihe des icd-Plasmids von 10° bis 10° Ko-
pien) auf eine Mikrotiterplatte (96-Vertiefungen) wurde folgendes Temperaturprofil im ,Ther-
mocycler” (Strategene MX3000) verwendet:

e 50°C,2min

e 95°C, 10 min

e 50 Zyklen: 95 °C, 15s; 60 °C, 30 s.

Far die Auswertung wurde die Strategie der absoluten Quantifizierung gewahlt. Hierbei wird
die absolute Genkopienanzahl anhand einer Standardkurve ermittelt. Die Standardkurve
wurde mit Hilfe einer Verdlnnungsreihe eines Plasmid-Standards erstellt, der einen Ab-
schnitt des icd-Gens enthalt. Die icd-Kopien des Standards wurden anschlieBend gegen den
entsprechenden Ci-Wert aufgetragen und eine Korrelationsgerade erstellt. Anhand der Ge-
radengleichung konnte fir Proben mit unbekanntem C. b.-Gehalt die icd-Kopienanzahl be-
stimmt werden. Dabei entsprach eine icd-Kopie einem C. b.-Partikel.

47



Methoden

6.4.4 Genotypische Charakterisierung der C. b.-Isolate

6.4.4.1 Multiplex-PCR fur die Plasmiddifferenzierung und adaA-PCR

Far beide Multiplex-PCR wurde folgender Ansatz verwendet:

2 x Qiagen Multiplex PCR Master Mix 5,0 ul
Auftragspuffer 1,0 ul
A. dest. 2,0 ul
primer-Mix 0,5 ul
template DNA 1,0 pl

Far die Plasmiddifferenzierung mittels Multiplex-PCR wurde der primer-Mix (16 uM) wie folgt
zusammengesetzt: QpH1F, QpH1R, QpRSF, QpRSR, QpDVF, QpDVR, ScurryF und Scur-
ryR (2 uM pro primer,).
Der primer-Mix (8 uM) fur die adaA-PCR bestand aus den Primern adaAF, adaAR, Transf
und Trans2 (2 uM pro primer). Die primer Trans1 und Trans 2 erkennen eine Transposon-
Sequenz, welche in allen C. b.-Stammen vorkommt und in der PCR als interne Kontrolle
dient. Fur beide PCR-Ansatze wurde folgendes Temperturprofil fir die Amplifikation verwen-
det:

e 95°C, 15 min

e 35 Zyklen: 95°C, 30s;58 °C, 90 s; 72 °C, 30 s

e 72°C, 10 min.

Die Auswertung erfolgte Uber eine analytische Agarose-Gel-Elektrophorese.

6.4.4.2 Multiple Loci Varaible Number of Tandem Repeats Analysis (MLVA)

Zur Genomtypisierung der C. b.-Stamme wurden 7 verschiedene Primer eingesetzt:
Cox1F/Cox1R, Cox2F/Cox2R, Cox3F/Cox3R, Cox4F/Cox4R, Cox5F/Cox5R, Cox6F/Cox6R,
Cox7F/Cox7R. Folgender PCR-Ansatz wurde pro Reaktion verwendet:

2 x Qiagen Multiplex PCR Master Mix 5,0 ul
forward primer (0,2 uM) 2,0 ul
reverse primer (0,2 uM) 2,0 ul
template DNA 1,0 ul

Die PCR-Reaktion fand unter folgendem Temperaturprofil statt:
e 95°C, 15 min
e 24 Zyklen: 95 °C, 30 s; variabel (s. u.),90s;72°C, 30 s
e 72°C, 10 min.
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Die annealing-Temperatur der primer-Paare variierte wie folgt:
e 54 °C: Cox1F/Cox1R, Cox3F/Cox3R und Cox6F/Cox6R
e 57 °C: Cox2F/Cox2R und Cox5F/Cox5R
e 53 °C: Cox7F/Cox7R.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines LI-COR 4200 DNA Sequencing System. Aufgrund
der GroBe des Cox4F/Cox4R-Amplifikats wurde das PCR-Produkt auf einem speziellen Po-
lyacylamid-Gel aufgetrennt. Weiterhin wurde der PCR-Reaktionsansatz wie folgt veréandert:

2 x Qiagen Multiplex PCR Master Mix 10,0 pl
forward primer (0,2 uM) 2,0 ul
reverse primer (0,2 uM) 2,0 ul
Auftragspuffer 2,0 ul
A. dest. 4,0 ul
template DNA 1,0 ul

Die PCR-Reaktion fand unter folgendem Temperaturprofil statt:

e 95°C, 15 min
e 35 Zyklen: 95°C, 30s;58 °C,90s;72°C,30s
e 72°C, 10 min.

6.4.4.3 Analytische Agarose-Gel-Elektrophorese

Die Amplifikate aus der Multiplex-PCR zur Plasmiddifferenzierung sowie der adaA-PCR wur-
den auf einem 2 %igen Agarosegel (+ 0,5 ug/ml Ethidiumbromid) bei 1,25 V/cm fiir 45 bis
60 min aufgetrennt. Dafiir wurden 10 pl der PCR-Produkte mit 2 pl 6 x Loading Dye gemischt
und davon 10 pl auf das Gel aufgetragen. Als GréBenmarker diente ein 100 bp-Leiter (Gene
Ruler™, Fermentas). Nach der Elektrophorese wurden die DNA-Fragmente auf einem UV-

Transilluminator dokumentiert.

6.4.4.4 Analytische Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

Die Amplifikate der MLVA mussten aufgrund der geringen Langenunterschiede auf Poly-
acrylamidgelen aufgetrennt werden. Die Elektrophorese wurden fir die Amplifikate der Cox4-
PCR in Minigel-Twin-Elektrophoresekammern (Biometra) und die anderen in einem LI-COR
4200 DNA Sequencing System (LI-Cor) durchgefiihrt. Fir die Auftrennung der Amplifikate
der Cox4-PCR wurde ein 5,56 %iges Polyacrylamidgel mit folgender Zusammensetzung

verwendet:
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1 x TAE 5,72 ml
30 % Acrylamid 0,84 ml
10 % Ammoniumperoxodisulfat 30 ul
TEMED 5ul

Das Gel wurde in vertikal angeordneten Glasplatten mit einem Kamm fir Probentaschen
gegossen und nach einer Polymerisation von 40 bis 60 min in die Minigel-Twin-Kammer ein-
hangt, welche anschlieBend mit 1 x TAE-Puffer beflllt wurde. Die Proben wurden 1:1 mit
Ladepuffer versetzt und jeweils 10 pl in die Probetasche aufgetragen. Als GréBenstandard
diente ein 100 bp DNA-Lader (Gene Ruler™, Fermentas). Die Auftrennung der Amplifikate
erfolgte bei 80 V fir 2 h mit einer anschlieBenden Farbung des Geles im Ethidiumbromidbad
(0,5 pg/ml) fir 10 min und Wasserung fir weitere 10 min. Am Transilluminator wurden die
Gele dokumentiert.

Fir die Auftrennung mit dem LI-COR 4200 Sequencing System mussten die beiden Glas-
platten vor dem GieBen der Gele griindlich mit Micro-90® sowie Wasser gereinigt und im
Anschluss mit 70 %igen Isopropanol gespult werden. Die verwendeten Polyarcylamidgele

(6 %) setzten sich wie folgt zusammen:

Harnstoff 849
Long Range Gel Solution 2,4 ml

10 x TBE-Puffer 2,4 ml

A. dest. ad22,5¢g

Unmittelbar vor dem GieBen des Geles wurden 135 pl 10 %iges Ammoniumperoxidisulfat
sowie 13,5 ul TEMED hinzugefligt. Nach der Polymerisation des Geles (ca. 1,5 h) konnte
dieses in den LI COR 4200 DNA Sequencer eingehangt und das obere sowie untere Puffer-
reservoir mit 1 x TBE beflllt werden. Die Proben wurden vor dem Auftragen 1:1 mit LI COR-
Auftragspuffer (Gebrauchsldsung) verdiinnt, fiir 3 min bei 92 °C inkubiert und anschlieBend
auf Eis abgekihlt. Als GréBenstandard dienten PCR-Amplifikate mit folgender Langen:
71 bp, 141 bp, 180 bp, 225 bp und 281 bp.

Vor der Elektrophorese wurde das Gel zunéchst auf die Laufbedingungen fur 15 min konditi-
oniert. AnschlieBend erfolgte das Auftragen der Proben sowie der GréBenstandards und die
Elektrophorese wurde unter folgenden Bedingungen durchgefihrt: 1500 V, 40 mA, 60 W
50 °C far 120 min. Die Detektion der Elektrophoresedaten erfolgte in Echtzeit mit dem Pro-
gramm e-seq”® V 2.0 (LI-COR). Die Auswertung des Gelbildes erfolgte mit dem Programm
1DscanEX (BD Biosciences-scanalytics).

50



Methoden

6.5 Immunologische Methoden

6.5.1 IL-1B8 Sandwich-ELISA

Fir den Nachweis des bovinen Proteins IL-1B wurde ein in-house-sandwich-ELISA etabliert
und verschiedene Methoden auf die Eignung zur Inaktivierung von C. b. in Zellkulturtber-
stédnden bei gleichzeitiger Schonung der IL-1B-Integritat Gberprift. Die am besten geeignete
Inaktivierungsmethode erwies sich die Bestrahlung mit UV-Licht fir zwei Stunden (Mager
2013). Alle Uberstande von bovinen MDM wurden vor dem Ausschleusen aus dem S3-Labor
entsprechend mit UV-Licht inaktiviert. AnschlieBend mussten die Proben fir den Einsatz im
ELISA konzentriert werden, da die enthaltene IL-1B3-Menge fir das Testsystem zu gering
war. Hierflr wurde die gesamte Probe auf eine ,Amicon Ultra 4 Saule 10k aufgetragen und
7 min bei 4.000 x g zentrifugiert. FUr die serologische Bestimmung des IL-13-Gehalts wurden
zunachst Maxisorp-Platten mit je 100 pl in Reagenzienverdinnungspuffer verdinntem Fan-
gantikoérper ,MCA1658“ (1.000 ng/ml) pro Vertiefung beschichtet und anschlieBend bei 4 °C
tber Nacht inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Platten dreimal mit 150 pul ELISA-
Waschpuffer gewaschen. Danach erfolgte das Auftragen von 150 pl Blockpuffer pro Vertie-
fung und einer Inkubation fir zwei Stunden bei RT. AnschlieBend wurde jede Platte drei wei-
teren Waschschritten unterzogen und pro Vertiefung 100 ul der konzentrierten Probe bzw.
des Standards (rekombinantes bovines IL-13) aufgetragen. Fir die Standardkurve wurde
eine Verdinnungsreihe mit der Ausgangskonzentration von 400.000 pg/ml angefertigt, wel-
che bis zur Endkonzentration von 4 pg/ml 1:10 verdinnt wurde. Nach einer Inkubation von
1 h bei RT wurden die Platten wiederum dreimal gewaschen. Der primare Antikérper ,AHP
423“ wurde 1:1.000 mit Blockpuffer verdliinnt, auf die Platten aufgetragen und fir eine Stun-
de bei RT inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten erfolgte eine einstindige Inkubation
bei RT mit 1:50.000 verdinntem Detektionsantikdrper ,STAR124P*. AnschlieBend wurde
dieser durch einen letzten Waschschritt aus den Vertiefungen entfernt, je 100 pl gebrauchs-
fertige TMB-Substratlésung pro Vertiefung hinzugefigt und 10 min bei RT inkubiert. Das Ab-
stoppen der enzymatischen Reaktion erfolgte mit 1 n Schwefelsaure. Die Extinktionen konn-
ten mit dem Photometer (Sunrise™, TECAN) bei einer Messwellenlange von 450 nm und
einer Referenzwellenlange von 550 nm gemessen werden. Anhand der Standardverdinnun-
gen konnte eine Kalibierungsgerade erstellt werden, um die unbekannte IL-1B-Konzentration
der Proben bestimmen zu kénnen. Hierbei wurden die Extinktionen gegen den Logarithmus
der definierten Konzentrationen der Standards aufgetragen und mittels linearer Regression
die Geradengleichung ermittelt.
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6.5.2 Western-Blot fiir IL-1B Nachweis

C. b.-infizierte bovine MDM wurden mit 500 pl Laemmli Puffer (2 x) von der Oberflache der
ZellkulturgeféaBe gelést und das Protein 10 min bei 100 °C denaturiert. Fir die Auftrennung
der Probe wurde ein Bis-Tris-Gradientengel (4-12 %) verwendet. Die Proben wurden nach
Bestimmung des Proteingehaltes nach Bradford mit einer gleichen Konzentration auf das
Fertiggel aufgetragen. Ein definierter Standard sowie eine Positivkontrolle (rekombinates
bovines IL-1B) wurden mitgefiihrt. Nach der Elektrophorese (30 mA, 70-200 V) wurde das
Gel entnommen und das Trenngel vom Sammelgel geldst. Die aufgetrennten Proteine wur-
den anschlieBend auf eine PVDF-Membran transferiert. Hierfir wurde die Membran zu-
nachst 15 s in Methanol inkubiert und danach mit A. dest. fir 2 min gewaschen. Fir das Blot-
ten wurde eine Schichtung aus verschiedenen Lagen blasenfrei aufgebaut. Die Transferrich-
tung der Proteine erfolgte von der Kathode zur Anode. An der Anoden-Seite wurden auf zwei
Transfer-Puffer-getréankten Filterpapieren die Membran und das Trenngel gelegt. Der
schichtweise Aufbau schloss mit zwei Transfer-Puffer-getrankten Filterpapieren an der Ka-
thoden-Seite ab. Das Blotten erfolgte bei 12 V fur 15 min. AnschlieBend wurde die Blot-
Membran flr mindestens 1,5 h in der Blockierungs-Lésung unter Schiitteln inkubiert. Nach
einem dreimaligen Waschschritt in TBS-Tween unter Schdtteln fir 10 min erfolgte die Inku-
bation des in PBS-Tween verdiunnten Primar-Antikérpers (AHP 423, 1:1000) Gber Nacht bei
5-10 °C. Dem schloss sich ein weiterer Waschschritt mit PBS-Tween (dreimal fir 10 min un-
ter Schitteln) an. Danach wurde die Membran mit einem in PBS-Tween-verdiinnten Sekun-
dar-Antikérper (anti-Mouse-IgG1-AP, 1:1500), welcher mit einer alkalischen Phosphatase
gekoppelt war, fir 1,5 h bei RT inkubiert. Nach zwei weiteren Waschschritten (PBS-Tween,
10 min unter Schitteln) wurde die Membran ein zweites Mal mit einem alkalischen Phospha-
tase-Puffer (5 min unter Schiitteln) gewaschen. Daraufhin erfolgte die Entwicklung der
Membran mit einer Immunfarbelésung fir 10 bis 30 min unter Schiitteln. Die Farbereaktion
wurde nach dem Erscheinen von Reaktionsbanden durch Abspilen der Membran mit

A. dest. gestoppt und die Membran auf Filterpapier getrocknet.

6.5.3 Durchflusszytometrie

6.5.3.1 Immundekoration zur Quantifizierung der Zellzusammensetzung

Um die Reinheit der MDM-Kulturen zu Uberprifen, wurde durch den Einsatz von zellpopula-
tionsspezifischen Antikérpern die Zellzusammensetzung durchflusszytometrisch untersucht.
Die Zellen mussten flir die Vorbereitung der Farbung zunachst von der Oberflache der Zell-
kulturplatte (6 Vertiefungen) geldst werden. Hierfir wurde das Medium abgenommen, in ein
15 ml-Zentrifugenréhrchen GOberfihrt und pro Vertiefung jeweils 2 ml Accutase hinzugege-
ben. Nach einer Inkubation von 30 min im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,) konnten die Zellen
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von der Oberflache geldst werden. Die Zellsuspension wurde anschlieBend mit dem Medium
in 15 ml-Zentrifugenrdhrchen vereinigt und 10 min bei 300 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in einem entsprechenden Volumen in PBS-Puffer aufge-
nommen. In eine Mikrotiterplatte (V-Form, Fa. Greiner) wurden pro Vertiefung 100 ul Zellsu-
spension gegeben. Nach einer Zentrifugation (4 min, 400 x g, 4 °C) wurde der Uberstand
ausgeschlagen, die Zellpellets in Primar-Antikérper-Lésungen bzw. in Kontrollansatzen in
FACS-Waschpuffer resuspendiert und die Platte bei RT fiir 20 min in Dunkelheit inkubiert.
Nach erneuter Zentrifugation (4 min, 400 x g, 4 °C) wurden die Zellpellets mit 100 pl FACS-
Waschpuffer gewaschen und unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert. AnschlieBend
wurden die Zellen mit je 50 pl verdinntem Sekundar-Antikérper bzw. PBS-Puffer resuspen-
diert und 20 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit 100 pl
FACS-Waschpuffer (4 min, 400 x g, 4 °C) wurden die Pellets in 150 ul FACS-Waschpuffer
aufgenommen und die Messung am BD FACSCanto™ II-Durchflusszytometer durchgefuhrt.

6.5.3.2 Immundekoration zur Quantifizierung des Aktivierungsgrades von MDM

GemaR des Infektionsprotokolls (6.2.4) wurden die MDM 24 h p. i. bezuglich ihres Aktivie-
rungsgrades durchflusszytometrisch untersucht. Die Infektion und die Farbung mit den pri-
maren Antikérpern fanden unter den Bedingungen der Schutzstufe S3 statt. Die MDM wur-
den 24 h p. i. von der Oberflache der Zellkulturplatte geldst. Hierflr wurde zunachst das Me-
dium abgenommen und in ein 15 ml-Zentrifugenréhrchen Uberfihrt. Zum Lésen der Zellen
wurde Accutase-Lésung hinzugefigt und die Zellkulturplatte 30-40 min im Brutschrank
(87 °C, 5 % COy) inkubiert. Das Ablésen der stimulierten Zellen erforderte eine langere Inku-
bationszeit als die nicht-stimulierte Kontrolle, da die MDM deutlich stérker an die Oberflache
der Kulturplatte adhérierten. Die Zellen wurden durch kraftiges Spllen mit PBS-Puffer von
ihrer Matrix geldst und im 15 ml-Zentrifugenréhrchen mit dem Medium vereinigt. Nach einem
Zentrifugationsschritt (10 min, 400 x g, 4 °C) wurde der Uberstand vorsichtig abpipettiert, das
Zellpellet in einem entsprechenden Volumen an PBS-Puffer aufgenommen und je 100 pl der
Zellsuspension pro Vertiefung auf eine Mikrotiterplatte (V-Form, Fa. Greiner) verteilt. Die
Platten wurden in einer Aerosol-dichten-Zentrifuge zentrifugiert (4 min, 400 x g, 4 °C) und der
Uberstand vorsichtig abgesaugt. AnschlieBend wurden die Zellen in je 50 ul Gebrauchslé-
sung des primaren Antikdrpers (verdiinnt in PBS-Puffer) bzw. PBS-Puffer als Kontrollansatz
resuspendiert und 20 min bei RT in Dunkelheit inkubiert. Nach einem weiteren Zentrifugati-
onsschritt (4 min, 400 x g, 4 °C) wurden die Pellets mit je 100 ul FACS-Waschpuffer gewa-
schen und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und die Zellen
durch Zugabe von 100 ul 4 %iger Paraformaldehyd-Lésung fixiert. Die Platten wurden mit
einer Folie aerosoldicht abgeschlossen und 24 h bei 4 °C inkubiert. Die Fixierung wurde ent-
sprechend der inaktivierenden Wirkung auf C. b. in Vorversuchen als wirksam getestet. Nach
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der Inkubation wurden die Platten auBerlich desinfiziert und aus dem S3-Labor ausge-
schleust. Nach einem Zentrifugationsschritt (4 min, 400 x g, 4 °C) wurde das Paraformalde-
hyd unter dem Abzug verworfen, die Zellpellets mit 100 ul FACS-Waschpuffer gewaschen
und zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand ausgeschlagen, die Zellen in 50 ul Se-
kundar-Antikérper-Lésung bzw. in PBS-Puffer resuspendiert und 20 min bei RT in Dunkelheit
inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit 100 ul FACS-Waschpuffer wurden die Zell-
pellets in 150 pl FACS-Waschpuffer aufgenommen.

6.5.3.3 Analysestrategie im Durchflusszytometer

Zur Probeanalyse wurde ein BD FACSCanto™ II-Gerat mit angeschlossenem BD High
Throughput Sampler (Fa. Becton Dickinson, Heidelberg) verwendet. Die anhand von Vorver-
suchen eingestellten Gerateparameter wurden in Form von Standardprotokollen gespeichert
und far alle weiteren Messungen verwendet. Die Auswertung der Messwerte erfolgte tber
die Software BD FACSDiva™. Die Differenzierung der einzelnen Zellpopulationen wurde
Uber die Parameter GréBe (Vorwartsstreulicht oder foward scatter), Granularitat (Seitwarts-
streulicht oder sideward scatter) und Fluoreszenzeigenschaften (spezifische Kanale) erzielt.
Die verschiedenen Zellpopulationen konnten mit Hilfe von elekironisch gesetzten Auswerte-
fenstern (gates) zusammengefasst und anhand ihrer morphologischen Eigenschaften ge-
nauer analysiert werden. Von jedem Probenansatz wurden strichprobenartig 5.000 Zellen
gezahlt, analysiert und als Gesamtzellzahl einer Probe definiert. Die Auswertung erfolgte
durch die Bestimmung der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI), welches ein Maf3 fir die
Expressionsstake eines Antigens darstellt. Die gemessenen Werte fur die MFI von stimulier-
ten Proben wurden in Relation zur Zellkontrolle gesetzt, um vergleichende Aussagen Uber
die Expression eines Antigens auf der Oberflache von Zellen unter verschiedenen Inkubati-

onsbedingungen treffen zu kbnnen.

6.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten wurde mit dem Statistik-Programm XLSTAT durchge-
fihrt. Es erfolgte zunéchst die deskriptive Statistik der Daten und eine Uberpriifung der Nor-
malverteilung. Hierflir wurden der Shapiro-Wilk-Test und der Anderson-Darling-Test mit dem
Signifikanzniveau von p < 0,05 verwendet. Bei normalverteilten Daten wurde ein t-Test an-
gewandt. Wurde die 0-Hypothese der Normalverteilung zurlickgewiesen, wurden die Daten
mit nicht parametrischen Tests (Mann-Whitney-U-Test) ausgewertet. Bei einer geringen
Stichprobenanzahl (n =3 ohne technische Replikate) wurde eine Multivarianzanalyse mit
Greenhouse-GeiBBer-Korrektur angewandt. Die statistische Prifung der real-time PCR Er-
gebnisse erfolgte mit einem in der Software REST enthaltenen Randomisierungstest (Pfaffl
et al. 2002). Das Signifikanzniveau wurde wie folgt definiert: *: p < 0,05 und **: p < 0,01.
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7 Ergebnisse

7.1 Charakterisierung der primaren Makrophagenkulturen

Far die Untersuchung der Interaktion zwischen C. b. und Makrophagen wurden primare
bovine und humane MDM sowie bovine Alveolarmakrophagen verwendet. Die Charakteri-
sierung der Zellen erfolgte anhand ihrer Morphologie und bezuglich der Expression von

verschiedenen pro- und anti-inflammatorischen Mediatoren.

7.1.1 Kultivierung von Makrophagen

Far die Isolation der bovinen und humanen MDM mussten zwei verschiedene Methoden
angewandt werden, da keines der Verfahren auf beide Spezies anwendbar war. So wurden
die bovinen MDM-Kulturen mit Hilfe eines Teflon-Beutel-Verfahrens und die humanen
MDM-Kulturen mit einem Plattenadhasions-Verfahren generiert. Im Vergleich zu MDM wa-
ren die aus der BALF von Kalbern gewonnenen bovinen Alveolarmakrophagen bereits aus-
gereift und wurden mit Hilfe des Platten-Adhé&sionsverfahrens in Kultur genommen. Die
Vitalitat der bovinen und humanen Makrophagen wurde Uber einen Zeitraum von 14 Tagen
(ohne Mediumwechsel) anhand der Morphologie und mittels Trypanblaufarbung Uberpruft.
Im Untersuchungszeitraum veranderte sich die Zellmorphologie mikroskopisch nicht. Die
Zellen blieben adharent an der Tragerflache und nach einer Trypanblaufarbung konnten
94 % * 2 % der Zellen als vital beurteilt werden.

7.1.2 Morphologie und Reinheitsgrad der Makrophagenkulturen

Bovine MDM wiesen eine heterogene Morphologie auf und variierten in Form und GréB3e. In
elektronenmikroskopischen Aufnahmen stellten sie sich als polymorphe Zellen mit einer
spindel- bis kugelférmigen Morphologie dar (Abbildung 2 A). Abh&ngig von der Schnittebe-
ne waren auf der Oberflache der MDM zahlreiche lange Pseudopodien und hakenférmige
Zytoplasma-Ausstilpungen vorhanden. Um den nierenférmigen Zellkern, welcher nicht in
allen Schnitten zu sehen war, lokalisierten sich Mitochondrien. Der ausgedehnte Golgi-
Apparat umfasste zudem zahlreiche Lysosomen. Selten waren dagegen Endosomen oder
Phagolysosomen zu finden (Abbildung 2 B). Humane MDM wiesen im Vergleich zu den
bovinen MDM morphologische Unterschiede auf. Im Lichtmikroskop besaBen die Zellen
eine kugelige Gestalt ohne erkennbare Ausstllpungen (Abbildung 2 C). In elektronenmikro-
skopischen Aufnahmen wurden auf der Oberflache zahlreiche Plasmopodien sichtbar, die
im Vergleich zu bovinen MDM jedoch deutlich verkurzt waren (Abbildung 2 D). Der nieren-
formige Zellkern konnte nicht in allen Schnittebenen deutlich erkannt werden. lhn umgab
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ein nicht stark ausgepragter Golgi-Apparat mit rauem endoplasmatischen Retikulum (ER).
Mitochondrien waren vereinzelt in der Zelle vorhanden und zentrierten sich vermehrt um
den Zellkern. Im Vergleich zu bovinen MDM besaBBen humane MDM zahlreiche Lysosomen
mit einer kugeligen Form. Die bovinen Alveolarmakrophagen zeigten lichtmikroskopisch
eine ahnlich abgerundete Morphologie wie humane MDM und bildeten nur vereinzelt Pseu-
dopodien aus (Abbildung 2 E). In den elektronenmikroskopischen Aufnahmen (Abbildung
2 F) wurde der nierenférmige Zellkern sichtbar, den ein Golgi-Apparat umgab. Die Zelle
wies zudem vereinzelt Mitochondrien in Kernndhe und zahlreiche Lysosomen auf.

Der Reinheitsgrad der MDM-Kulturen wurde vor der Infektion durchflusszytometrisch be-
stimmt. Bovine und humane MDM wiesen einen hohen Reinheitsgrad auf. Der Makro-
phagenmarker CD14 wurde bei 81 % (+ 2,76') der bovinen und 85 % der humanen MDM
nachgewiesen. In bovinen MDM-Kulturen wurden neben Makrophagen, 8 % B-Zellen
(x2,4"), 5% CD4 (+4,4"), 4 % CD8 T-Zellen (* 3,5"), und 2 % y& T-Zellen (= 1,1") nach-
gewiesen. Die humane MDM-Kultur setzte sich neben dem CD14-positiven Zellanteil wie
folgt zusammen: 10 % B-Zellen, 4,2 % T-Zellen und 2,35 % DC. Durch die lange Inkubati-
onsdauer und die mehrfachen Waschschritte bei der Infektion reduzierte sich der Anteil an
CD14-negativen Zellen stetig. Der Reinheitsgrad der bovinen Alveolarmakrophagenkultur
wurde lichtmikroskopisch beurteilt. In der BALF konnte anhand der GréBe und Granularitat
mehr als 98 % der enthaltenen Zellen als Makrophagen identifiziert werden.

Weiterhin wurden die Makrophagenkulturen auf das Vorhandensein der fur die Internalisie-
rung von C. b. spezifischen Rezeptoren CR3 und ayf3; untersucht. Alle Zellen exprimierten
im nicht stimulierten Zustand beide Rezeptoren auf ihrer Oberflache.

7.1.3 E. coli LPS-induzierte Inmunreaktion in Makrophagenkulturen

FOr Untersuchungen zur Interaktion der Makrophagen mit C. b. musste die Aktivitat der
isolierten Zellen Uberprift werden. Als Stimulanz wurde E. coli LPS mit einer vorab ge-
testeten Konzentration von 6 pg/ml verwendet. Nach der Stimulation wurde die Zellaktivitat
durch die Messung der mRNA-Menge verschiedener pro- und anti-inflammatorischer Zyto-
kine sowie Chemokine bestimmt. Wie in Tabelle 11 dargestellt, konnte sowohl bei humanen
als auch bovinen MDM bereits nach einer Stimulation von 3 h eine deutliche Induktion der
Expression diverser Zytokine und Chemokine nachgewiesen werden. Besonders Th1i-
spezifische Zytokine, wie IL-1B, IL-12 und TNF-a, wiesen eine stark erhdhte mRNA-
Konzentration bei bovinen und humanen MDM auf. Die Transkription von Mediatoren, die
eine Th2-spezifische Immunantwort unterstitzen, wurden im Vergleich zur Zellkontrolle nur
schwach induziert (IL-10: 6- bis 8-fach erhdht bei beiden Spezies, MCP-1: 12-fach erhéht
bei bovinen MDM) oder blieben unveréndert (MCP-1 humane MDM). Die TGF-f mRNA-

"MW und SD aus 5 unabhéngigen Versuchen
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Konzentration zeigte bei beiden MDM-Kulturen Uber den Untersuchungszeitraum keine
Veranderung auf.

Zwischen bovinen und humanen MDM wurden Unterschiede in der Transkription der Im-
munmediatoren deutlich. So reagierten humane MDM wesentlich intensiver auf die LPS-
Stimulation als bovine MDM. Zudem zeigte sich, dass stimulierte humane MDM nicht in der
Lage waren, iNOS zu exprimieren. Im Gegensatz dazu konnte bei bovinen MDM eine signi-
fikant erhéhte Expression von iNOS (220-fach 1 d p. i.,, p = 0,001) nachgewiesen werden.
Die Gene mehrerer untersuchter Zytokine und Chemokine wurden in humanen MDM inner-
halb der ersten 3 h nach der LPS-Stimulation vermehrt transkribiert. Danach fiel die Ex-
pressionsrate deutlich ab. Besonders auffallig war dies bei IL-12, wo nach einer erhdhten
Expression nach 3 h ein signifikanter Abfall der Expressionsrate um das 55.000-fache
(p = 0,001) folgte. Bovine MDM zeigten Uber den zeitlichen Verlauf mit Ausnahme von
IL-10 keine Abnahme der Expression, sondern eine Zunahme der mRNA-Konzentration.
Bei der LPS-induzierten Reaktion in bovinen Alveolarmakrophagen dominierte ebenfalls
nach einer Inkubation von 3 h die Expression von Th1-spezifischen Zytokinen, wie IL-14,
IL-12 und TNF-a (Tabelle 11). Uber den weiteren Untersuchungszeitraum nahm die mRNA-
Konzentration von IL-1B um das 54-fache zu, wohingegen die Menge von IL-12 und TNF-a
stagnierte. Die Th2-spezischen Zytokine IL-10 und TGF-B wurden durch die LPS-
Behandlung kaum beeinflusst. Die Menge IL-10-spezifischer mRNA wies 3 h p. s. eine
leichte Erhéhung auf, welche im weiteren Verlauf auf das Niveau einer Zellkontrolle abfiel.
IFN-y wurde in Folge der Stimulation vermehrt exprimiert und stieg tUber den Zeitraum von
24 h stetig an. Chemokine, wie IL-8, MCP-1 und RANTES, wurden durch LPS zeitlich spe-
zifisch induziert. So nahm die mMRNA-Konzentration von RANTES nach 3 h stark zu und fiel
bis 1 d p. s. wiederum ab. IL-8 und MCP-1 wiesen dagegen erst 24 h p. s. eine deutliche
Erhdhung im Vergleich zur nichtstimulierten Kontrolle auf. Ahnlich wie bei bovinen Makro-
phagen konnte durch die LPS-Zugabe eine Zunahme von iNOS in Alveolarmakrophagen
induziert werden. Die Reaktion der bovinen Alveolarmakrophagen auf LPS war im Ver-
gleich zu bovinen MDM besonders in der Expression von Th1-spezifischen Zytokinen, wie
IL-18 und TNF-a, deutlich verzégert. Zudem zeigte sich, dass bovine MDM eine stéarkere IL-
12 und Alveolarmakrophagen eine erhéhte IL-1B-mRNA-Synthese in Folge der Stimulation
induzierten. Auffallig waren zudem die erheblichen Unterschiede in der IFN-y-Expression
zwischen den beiden bovinen Makrophagenkulturen. Bovinen MDM bildeten wesentlich
geringere Mengen an IFN-y-mRNA als Alveolarmakrophagen.
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Lichtmikroskopische Aufnahme Elektronenmikroskopische

Aufnahme

Bovine MDM

Humane MDM

m

Bovine
Alveolarmakrophagen

Abbildung 2: Licht- und elektronenmikroskopische Aufnahmen von Makrophagenkulturen.
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7.1.4 LPS-induzierte Expression von Makrophagen-Aktivierungsmarkern

Die Makrophagenkulturen wurden zusétzlich auf die Expression von oberflachen-
assoziierten Aktivierungsmarkern nach einer Stimulation mit E. coli LPS durchfluss-
zytometrisch untersucht. Wie in Abbildung 3 dargestellt, zeigten sich nach einer Inkubation
von 24 h vereinzelt Unterschiede in der Konzentration der Oberflachenproteine. So indu-
zierte LPS bei bovinen MDM eine 2-fach erhéhte Expression von CD40 und CD80. Dage-
gen wurde bei humanen MDM eine 3,2-fach erhdhte Expression von CD40 und eine kaum
zur Zellkontrolle verédnderte CD80-Konzentration (1,6-fach) festgestellt. Die Oberflachen-
marker CD86, MHCI und Il blieben trotz Stimulation bei beiden Spezies zur Zellkontrolle
unverandert (Abbildung 3 A). Keine wesentlichen Unterschiede konnten in Folge der LPS-
Stimulation im Aktivierungsprofil zwischen bovinen MDM und Alveolarmakrophagen festge-
stellt werden (Abbildung 3 B).
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Abbildung 3: Expression von Aktivierungsmarkern auf Makrophagen nach einer LPS-
Stimulation. Bovine und humane MDM sowie bovine Alveolarmakrophagen wurden mit 6 pg/ml
E. coli LPS stimuliert und 24 h p. s. die Marker CD40, CD80, CD86 sowie MHC-Molekile durch-
flusszytometrisch untersucht. Dargestellt sind Boxplots mit Werten aus unabhangigen Versuchen (bo
MDM: n = 10, hu MDM: n = 6; bo Alveolarmakrophagen: n = 6). Statistische Auswertung erfolgte mit
Hilfe des t-Tests (**: p=< 0,01). In A wurde die Expression der Aktivierungsmarker zwischen bovinen

MDM und humanen MDM verglichen und in B zwischen bovinen MDM und bovinen Alveolarmakro-
phagen.
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7.2 Charakterisierung der C. b.-Stamme

Far diese Arbeit wurden 13 C. b.-Stdmme ausgewahlt, welche sich hinsichtlich der Herkunft
(Wirt), der Phase und den genetischen Eigenschaften (MLVA, Plasmidtyp, adaA-Gen) un-
terschieden (Tabelle 1). Bei den Isolaten handelte es sich neben den Referenzstdmmen
(Nm, H, D und S) vorrangig um Stdmme von Wiederkduern aus Deutschland. Acht Isolate
stammten aus der Sammlung des IHIT (GieBen) und wurden in der Dissertation von Pablo
H. Jiménez umfanglich charakterisiert (Jiménez 2012). Finf deutsche Isolate wurden aus
aktuellen C. b. Ausbriichen (2010-2011) isoliert und im Rahmen des Verbundprojektes Q-
Fieber-Verbund (geférdert durch das BMBF unter der Nummer TP 1.4) zur Verfigung ge-
stellt.

7.2.1 Genetische Typisierung der C. b.-Stamme

Die Typisierung der Stdmme wurde am IHT in GieBen durchgefihrt.

7.2.1.1 Multiple Loci Variable Number of Tandem Repeats Analysis (MLVA)

Die genomische Charakterisierung der C. b.-Stdmme erfolgte mit Hilfe der MLVA-Analyse.
Sieben verschiedenen Mikrosatelliten, sogenannte tandem repeats, wurden mit flan-
kierenden primern amplifiziert und die Amplifikatldange quantifiziert. Unterschiede in der
Lange spiegelten die Anzahl der tandem repeats wieder, die eine Differenzierung der
Stdmme ermdglichten. Aus dem Dendrogramm in Abbildung 4 wird die resultierende Ein-
ordnung der C. b.-Stamme in die 4 MLVA-Gruppen ersichtlich. Von den ausgewahlten
Stamme waren vier Isolate der Gruppe | (Cb 23/2, Cb 30/14, Cb 19/34, Z3464/92), zwei
Isolate der Gruppe Il (S, Z3055/91), drei Isolate der Gruppe Il (D, Cb 71/3, Cb 98/2) und
drei Isolate der Gruppe IV (Nml, Nmll, H) zugeordnet. Fir Z69/06 ergab die MLVA-
Typisierung, dass es sich hierbei um kein reines Isolat sondern um ein Gemisch aus zwei
C. b.-Stammen der MLVA-Gruppe 3 und 4 handelte. Ob die Isolate beide aus der Milch
vom Rind isoliert wurden oder eine Kontamination vorliegt, kann riickblickend nicht beurteilt

werden.
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Abbildung 4: MLVA-Dendrogramm der untersuchten C. b.-Isolate. Die Pfeile markieren die flr
die MDM-Infektion ausgewahlten Stamme. Das Dendrogramm wurde durch Dr. Carsten Heydel
(IHIT) zur Verfigung gestellt.
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7.2.1.2 Plasmidtyp und Acute disease antigen A (adaA)-Gen

Far C. b. sind vier Plasmidtypen (QpH1, QpRS, QpDG und QpDV) und eine QpH1-ahnliche
chromosomal integrierte Sequenz beschrieben (Maurin und Raoult 1999). Das Polypeptid
adaA soll bei akuten Q-Fieberverlaufen beim Menschen immundominierend wirken (Zhang
et al. 2005). In der Multiplex-PCR zur Identifikation des Plasmidtyps und in der adaA-PCR
verhielten sich die Isolate dieser Studie weitgehend einheitlich (Tabelle 12). Bis auf den
humanen Stamm S (kein Plasmid, kein adaA) besal3en alle Isolate ein QpH1-Plasmid und
ein adaA-Gen.

7.2.2 LPS-Phasen-Typisierung

Bei Coxiellen werden drei morphologische LPS-Formen unterschieden, deren Bildung mit
der Virulenz des Stammes in Verbindung gebracht wird. So unterscheidet man virulente
Phase |-Stdmme, intermediare Stdmme und avirulente Phase II-Stamme (Hoover et al.
2002). Die Charakterisierung des Phasentyps erfolgte flr die in der Arbeit verwendeten
C. b.-Stamme. FUr die Typisierung wurde das LPS nach einer Phenolextraktion mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und durch Silberfarbung dargestellt. Dieses Verfahren erlaubt die
Bewertung der Phasen in Gemischen, indem die Intensitdten der héhermolekularen Pha-
se |- (10-20 kDa) und niedermolekularen Phase II-Banden (~5 kDa) verglichen werden.
Eine eindeutige Phasenzuordnung gelang bei Nmll (Abbildung 5, Spur 3) und wurde fur die
Bewertung der anderen Stdmme verwendet. Im Vergleich dazu konnte bei Isolat H
(Abbildung 5, Spur 4) kein verkiirztes LPS dargestellt werden. Es wurden zwei Banden zwi-
schen 13 und 15 kDa detektiert, weshalb das LPS von Stamm H fast ausschlieBlich der
Phase | zugeordnet werden konnte. Beim LPS von Stamm Nml wurden starke Banden bei
13-15 kDa (&hnlich wie Stamm H) sowie eine diinne Bande bei 5 kDa (dhnlich wie Stamm
Nmll) nachgewiesen (Abbildung 5, Spur 2).
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Abbildung 5: LPS-Phasen-Typisierung der C. b.-Stdmme. Silberfarbung nach Auftrennung in der
SDS-Page (20%) von LPS-Praparationen der Isolate Nml, Nmll, H, Cb 30/14 und Cb 23/2.
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Die LPS-Ausstattung aller anderen Isolate stellten Phasengemische dar, bei denen die
Phase I-Bande eine starkere (Abbildung 5, Spur 5), dhnliche oder schwachere (Abbildung
5, Spur 6) Intensitat aufwies, als die der Phase Il. Die Bewertung der Stdmme erfolgte an
den beiden Referenzstdmme Nmll und H. Die Bandenintensitdt wurde am Verhéltnis der
beiden Phasentypen abgeschatzt (Tabelle 12).

Tabelle 12: Typisierung der C. b.-Isolate

C. b.-Stamm genetische Eigenschaften Phasentyp
MLVA-Gruppe | Plasmid | adaA
Nml v QpH1 + [ =1l
Nmll v QpH1 + Il
H vV QpH1 + I
S Il plasmidlos - >l
D i QpH1 + =1l
Z3055/91 Il QpH1 + <1l
Z69/06 "+ 1v QpH1 + I <l
Cb 23/2 I QpH1 + <1l
Cb 71/3 0 QpH1 + <1l
Cb 98/2 i QpH1 + =1l
Cb 19/34 I QpH1 + <1l
Cb 30/14 I QpH1 + 1>l
Z3464/92 I QpH1 + =1l

7.2.3 Quantifizierung der Inokula

Coxiellen kommen in zwei Zustandsformen in der Umwelt vor: SCV (infektiése extra-
zellulare Form) und LCV (nicht infektiése intrazellulare Form) (Maurin und Raoult 1999).
Die in der Arbeit verwendeten Inokulate der C. b.-Stdmme wurden auf BGM Kkultiviert und
wahrend der stationdren Wachstumsphase geerntet, in der die Umwandlung der metabo-
lisch aktiven LCV in SCV erfolgt. Um die Zustandsform der Coxiellen in den Inokula zu cha-
rakterisieren, wurden die Bakterien mit Hilfe des Negativ-Kontrast-Verfahrens morpholo-
gisch beurteilt. Die Untersuchungen ergaben eine gréBtenteils einheitliche Morphologie mit
typischen Kurzstédbchen, welche Klein- und GroBzellvarianten beinhalteten (Tabelle 13).
Die Bakterienlange variierte zwischen 0,62 und 1,04 um. Das Isolat H stellte durch seine
pleomorphe Gestalt eine Ausnahme dar und wich mit einer Bakterienlange von 1,04 um

deutlich von den anderen Stdmmen ab.
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Tabelle 13: Morphologie der C. b.-Stdmme in den Inokulaten. C. b.-Stdmme wurden mittels Ne-
gativ-Kontrast-Mikroskopie anhand ihrer Léange und Breite charakterisiert. Aufgefihrt sind MW + SD
von 11 bis 45 stichprobenartig beurteilte Einzelzellen pro Stamm.

C. b.-Stamm Lange [pm] Breite [um]
Nml 0,78 £0,2 0,27 + 0,06
Nmll 0,74 £ 0,22 0,33 + 0,07

H 1,04 + 0,33 0,37 £ 0,08

S 0,71 £ 0,21 0,32 + 0,03

D 0,69 + 0,1 0,25 + 0,06
Z3055/91 0,62 + 0,1 0,29 + 0,04
Z69/06 0,88 + 0,29 0,33 + 0,07
Cb 23/2 0,77 £ 0,19 0,36 + 0,08
Cb 71/3 0,76 + 0,25 0,36 + 0,07
Cb 98/2 0,73+0,16 0,33 + 0,06
Cb 19/34 0,76 £ 0,19 0,38 + 0,08
Cb 30/14 0,73 £ 0,30 0,37 £ 0,10
73464/92 0,64 + 0,19 0,27 £ 0,09

7.3 Infizierbarkeit von bovinen MDM mit C. b.

In humanen und murinen Makrophagenmodellen konnte eine aktive Replikation von C. b.
nachgewiesen werden (Shannon und Heinzen 2008, Brennan et al. 2004). Die Infizierbar-
keit von mononukledren Zellen der Wiederkduer, welche die Hauptquelle fir die Uber-
tragung far den Menschen darstellen, wurde noch nicht belegt.

7.3.1 Etablierung eines In vitro-nfektionsmodells mit bovinen MDM

Bovine MDM wurden mit dem Referenzstamm Nml unter mehreren Bedingungen - Variati-
on der Infektionsdosis (100 MOI, 200 MOI) und Inokulationsdauer (1 h, 2 h und 24 h) - in-
okuliert. Nach 7 Tagen wurden die Zellen lichtmikroskopisch untersucht und der intrazellu-
lare Coxiellen-Titer mittels KIDso-Bestimmung ermittelt. Die Morphologie der Makrophagen
veranderte sich Uber den Untersuchungszeitraum. So bildeten die Zellen randstandig kleine
PV’s aus, die im Laufe der Inkubation an GréBe zunahmen (Abbildung 6 B). Aufgrund der
Brownschen Molekularbewegung konnten die Coxiellen in den PV’'s wahrgenommen wer-
den. In Vakuolen von nicht infizierten Zellen waren vergleichbare Strukturen nicht erkenn-
bar. Infizierte Zellen bildeten zudem vermehrt dinne Pseudopodien aus, die als ein Saum

auf der Zelloberflache zu erkennen waren.
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Abbildung 6. Nml-Infektion in bovinen MDM. Bovine MDM wurden mit Nml (100 MOI) infiziert und
7 d p. i. lichtmikroskopisch im Vergleich zur Zellkontrolle (A) beurteilt. Die randstandigen para-
sitophoren Vakuolen (PV) wurden in den Nml-infizierten Kulturen (B) deutlich. (200 x VergréBerung).

Eine Inkokulation mit 100 und 200 MOI fir eine Dauer von 24 h flihrte zu starken morpho-
logischen Veranderungen der MDM innerhalb von 3 bis 7 d p. i. So konnte eine Zunahme
der Granularitat, ein vermehrtes Auflésen der Zellwandstrukturen und ein Ablésen der Zel-
len von der GefaBoberflache beobachtet werden. Aufgrund der morphologischen Verande-
rungen stellte sich diese Infektionsstrategie als keine geeignete Methode flir einen Unter-
suchungszeitraum von 14 d dar. Neben der morphologischen Begutachtung wurde der
KIDso-Wert der Kulturen in zwei unabhangigen Versuchen bestimmt (Abbildung 7). Die Re-
titration der Bakterien erfolgte 7 d p. i. Dabei konnten keine erheblichen Unterschiede im
KIDso-Wert zwischen der Infektionsdosis bzw. Inokulationsdauer festgestellt werden. Bei
einer Infektion mit einer konstanten Inokulationsdauer und einer variierenden Infektions-
dosis (100 MOI zu 200 MOI) stiegen die KlDso-Werte nur geringfigig an (1 h: 53 %;
2 h: 26 %). Dagegen erhohte sich bei einer variierenden Inokulationszeit (1 h zu 2 h) unter
einer gleichbleibenden Infektionsdosis (100 MOI oder 200 MOI) die bakterielle Lebend-
keimzahl bei 100 MOl um 73 % und 200 MOI um 24 %. Da die untersuchten Infektionsmo-
delle kaum Unterschiede in der Morphologie sowie in der Bestimmung der KIDs,-Werte
ergaben, wurde fir weitere funktionelle Untersuchungen ein Infektionsschema mit 100 MOI
fir 1 h gewahlt.
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Abbildung 7: Invasion von C. b. in bovine MDM. Bovine MDM wurden mit verschiedenen Inokula-
tionsdosen (100 und 200 MOI) fiir 1 oder 2 h inokuliert und die Lebendkeimzahl (KIDs) 7 d p. i. be-
stimmt. Dargestellt sind Mittelwerte + SD von zwei unabhangigen Versuchen.

7.3.2 Replikationskinetik von Nml in bovinen MDM

Da bislang keine Studien Uber das Replikationsverhalten von Coxiellen in bovinen Makro-
phagen publiziert sind, wurde nach der Bestatigung der Infizierbarkeit (6.3.1) eine Replika-
tionskinetik von Nml (100 MOI, 1 h Inokulation) erstellt. Wie in Abbildung 8 dargestellt, er-
folgte anhand des gewahlten Startpunktes (0 h p. i.) eine Bestimmung der intrazellularen
Lebendkeimzahl nach verschiedenen Zeitpunkten Uber eine Dauer von 14 Tagen. Die
Wachstumskurve entsprach einem typischen einstufigen Vermehrungszyklus. Am Anfang
der Infektion lag die applizierte Bakteriensuspension im Zelliberstand vor. Innerhalb der
einstindigen Inokulation kam es zur Adaption von C. b. an die Wirtszelle, wobei keine Aus-
sage Uber die gebundene Bakterienmenge getroffen werden konnte. Dem folgte die Penet-
ration und die anschlieBende lag- oder Anlauf-Phase, welche sich Uber 3 Tage erstreckte
und mit einem Abfall der KIDs-Werte einherging. Nach 4 d p. i stieg die Coxiellen-
Konzentration deutlich an und erreichte innerhalb der exponentiellen Phase einer Erhéhung
von zwei log-Stufen. In diesem Zeitraum kommt es zu einer vermehrten Teilung der meta-
bolisch aktiven LCV mit einer Verdopplungszeit von 25,7 h. Etwa 11 d p. i. flachte der An-
stieg der Wachstumskurve allméahlich ab. Eine stationare Phase konnte innerhalb des Un-

tersuchungszeitraums nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 8: Replikationskinetik von Nml in bovinen MDM. Bovine MDM wurden mit Nml

(100 MOI, 1 h) infiziert und die Lebendkeimzahl (KIDsp) nach verschiedenen Zeitpunkten bestimmt.
Dargestellt sind MW £ SD aus 3 unabhangigen Versuchen.

7.4 Replikation verschiedener C. b.-Stamme in Makrophagenkulturen

Die Replikation von 13 C. b.-Stammen (Tabelle 1) wurde in bovinen und humanen MDM
vergleichend untersucht. Fir die Aufnahme einer Kinetik wurden die Zellen mit den ver-
schiedenen C. b.-Stdmmen (100 MOI flr 1 h) infiziert und nach 1, 7 und 14 d p. i. eine Pro-
be fir die Bestimmung der Bakterienmenge genommen. Neben den MDM wurden zudem

bovine Alveolarmakrophagen mit einer Auswahl an C. b.-Stdmmen inokuliert.

7.4.1 Replikationsverhalten verschiedener C. b.-Stamme in bovinen MDM

In bovinen MDM konnte Uber den gesamten Untersuchungszeitraum von 14 Tagen eine
Replikation von C. b. nachgewiesen werden. Diese variierte deutlich zwischen den einzel-
nen Stdmmen (Abbildung 9). Bei den Referenzstdmmen Nml, H und S konnte ein deutli-
cher Anstieg der Lebendkeimzahl um 2 bis 2,5 log-Stufen festgestellt werden. Der bakteriel-
le Titer von Stamm D dagegen veranderte sich in den bovinen Kulturen Uber den Zeitraum
nicht. Isolate aus aktuellen Ausbruchsgeschehen (2010-2011) wiesen nur einen schwachen
Anstieg der Keimzahl auf.

Zusatzlich zur Bestimmung der Lebendkeimzahl wurde die Bakterienkonzentration der infi-

zierten bovinen MDM mit Hilfe einer C. b.-spezifischen real-time PCR quantifiziert. Die hier
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bestimmte genomische Kopienzahl (Genomaquivalente; genome equivalents: GE) setzt
sich aus den Genkopien der lebenden und toten Bakterien zusammen. Wie in Abbildung 10
dargestellt, konnten ahnliche Replikationsverldufe wie mit der Lebendkeimbestimmung ge-
zeigt werden. Besonders der Stamm S wies einen signifikanten Zuwachs der Genomkopien
Uber einen Zeitraum von 14 Tagen auf (p < 0,0001). Andere Stdmme, wie Nml und H, zeig-
ten dagegen nur einen minimalen Anstieg der GE auf, welche nur bedingt mit den Ergeb-
nissen der Lebendkeimbestimmung korrelierten. Die GE vom bovinen Isolat Z69/06 stiegen
Uber den gesamten Untersuchungszeitraum signifikant an (p < 0,0001), was so in der Le-
bendkeimbestimmung nicht deutlich wurde. Stdmme aus aktuellen Ausbriichen sowie das
Isolat D wiesen keinen oder einen geringen Zuwachs der GE auf, welches die Ergebnisse
der Lebendkeimzahlbestimmung verifiziert.

7.4.2 Replikation verschiedener C. b.-Stamme in humanen MDM

In humanen MDM replizierten die untersuchten Stdmme mit einer individuellen Effizienz
(Abbildung 11). Mit Ausnahme des Isolats D vermehrten sich die Isolate im Untersuchungs-
raum mit einem Anstieg der Lebendkeimzahl um bis zu 4,5 log-Stufen. Besonders die Ref-
erenzstamme Nml, Nmll, H, S sowie die Feldisolate Z3055, Z69/06 und Cb 30/14 wiesen
einen deutlichen Anstieg der Lebendkeimzahl mit einem Zuwachs von 2 bis 4,5 log-Stufen
auf. Die Ubrigen Stdmme replizierten erkennbar geringer. Der Anstieg der Keimzahl lag bei
1 bis 1,5 log-Stufen. Der Stamm D vermehrte sich nur mit einem minimalen Zuwachs von
0,5 log-Stufen.

Die Quantifizierung der GE zeigte ebenfalls stammspezifische Replikationsverldufe
(Abbildung 12), die annahrend mit den Ergebnissen der Lebendkeimbestimmung uberein-
stimmten. Die Referenzstdmme Nml, Nmll, H, Z69/06 und S wiesen einen signifikanten
Zuwachs von 3 bis 4 log-Stufen Uber den gesamten Untersuchungszeitraum auf. Aufféllig
war, dass die Isolate Nmll und H einen Anstieg der Genomaquivalente erst ab dem 7. Tag
nach der Infektion verzeichneten, was nicht mit den Beobachtungen der Lebendkeimbe-
stimmungen einherging. C. b.-Stdmme aus aktuellen Ausbrichen, wie Cb 23/2, Cb 71/3
und Cb 98/2, wiesen im Gegensatz zur Entwicklung der Lebendkeimzahl in der GE-
Quantifizierung einen Rickgang bzw. eine Stagnation des bakteriellen Wachstums auf.
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Abbildung 9: Replikation von C. b.-Stammen in bovinen MDM. Bovine MDM wurden mit ver-
schiedenen C. b.-Stdmmen (100 MOI, 1 h) infiziert und die Lebendkeimzahl (KIDsg) nach verschie-
denen Zeitpunkten bestimmt. Dargestellt sind Werte aus 3 unabhéngigen Versuchen.
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Abbildung 10: Replikation von C. b.-Stammen in bovinen MDM. Bovine MDM wurden mit ver-
schiedenen C. b.-Stammen (100 MOI, 1 h) infiziert und Genomaquivalente mittels real-time PCR
bestimmt. Dargestellt sind Boxblots mit Werten aus 3 oder 4 unabhéngigen Versuchen mit jeweils 2
technischen Replikaten. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem tTest (**: p £ 0,01;

*:p =0,05).
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Abbildung 11: Replikation von C. b.-Stammen in humanen MDM. Humane MDM wurden mit
verschiedenen C. b.-Stdmmen (100 MOI, 1 h) infiziert und die Lebendkeimzah! (KIDs,) nach ver-
schiedenen Zeitpunkten bestimmt. Dargestellt sind Werte aus 3 unabhangigen Versuchen.
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Abbildung 12: Replikation von C. b.-Stammen in humanen MDM. Humane MDM wurden mit
verschiedenen C. b.-Stdmmen (100 MOI, 1 h) infiziert und Genomaquivalente mit Hilfe einer icd real-
time PCR bestimmt. Dargestellt sind Boxblots mit Werten aus 3 unabhéngigen Versuchen mit jeweils
2 technischen Replikaten. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem #Test (**: p £ 0,01;
*: p 0,05).
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7.4.3 Vergleichende Analysen der Replikation in bovinen und humanen MDM

Um die Replikation der einzelnen C. b.-Stdmme zu bewerten, wurden verschiedene Ansét-
ze fur die vergleichende Analyse zwischen bovinen und humanen MDM gewahlt. Fir einen
Einzelstamm-Vergleich wurde ein Replikationsfaktor gebildet. Die Berechnung des Faktors
erfolgte aus der Lebendkeimzahl an Tag 14 p. i. im Vergleich zu Tag 1 p. i. und ist in Abbil-
dung 13 dargestellt. Der Replikationsfaktor der Stamme differenzierte zwischen den Wirts-
zellspezies signifikant (p = 0,0001). So replizierten bis auf Stamm S alle C. b.-Stdamme in
humanen MDM effizienter als in bovinen MDM. Um das Wachstumsverhalten der Stamme
unabhangig von der Wirtszellspezies zu beurteilen, wurde der Replikationsfaktor in Korrela-
tion mit den charakteristischen Eigenschaften der C. b.-Stdmme gesetzt (Abbildung 14).
Dabei zeigten sich Unterschiede im Replikationsverhalten der einzelnen Stdmme auf. In
bovinen MDM beeinflusste vor allem der LPS-Phasentyp die Replikationsfahigkeit der Bak-
terien. C. b.-Stdmme (zumeist Phasengemische) mit einem verhaltnismaBig hohen Anteil
an Phase II-LPS replizierten in bovinen MDM deutlich langsamer als Isolate mit einem hé-
heren Anteil an Phase I-LPS. In humanen MDM schien der LPS-Phasentyp kaum die Rep-
likation der Bakterien zu beeinflussen. Coxiellen mit einem héheren Anteil an Phase I-LPS
replizierten mit einer fast gleichen Effizienz wie Isolate mit einem Uberschuss an Phase |I-
LPS. Eine Ausnahme stellten die beiden Isolate H und Nmll dar, welche fast ausschlieBlich
Phase I- bzw. II-LPS bilden. So replizierte der Stamm H mit einem Replikationsfaktor von
3,51 deutlich langsamer als Nmll mit 4,58. Neben dem LPS-Phasentyp wurde das Replika-
tionsverhalten der Stdmme auch der Isolationsspezies gegenilbergestellt. In bovinen MDM
replizierten vor allem humane Isolate sowie der Zecken-Stamm Nml mit einer erhdhten
Effizienz. Dagegen wiesen Isolate aus Wiederkauern (Rind, Schaf, Ziege) eine deutlich
reduzierte Replikation auf. Umgekehrt replizierten Wiederkauer-Isolate, besonders die
ovinen Stamme (Z3055/91 und Cb 30/14), in humanen MDM bis zu 50 % effizienter als die
humanen Isolate H und S. Das einzige Nager-Isolat D vermehrte sich sowohl in bovinen als
auch humanen MDM mit einer sehr geringen Wachstumseffizienz.

In beiden MDM-Kulturen wiesen die Isolate zudem eine genotypabhéngige Replikationseffi-
zienz auf. Stdmme mit dem MLVA-Typ Il replizierten in bovinen MDM mit einer sehr gerin-
gen, Isolate des MLVA-Typs | mit einer maBigen und Isolate des MLVA-Typs IV mit einer
verhaltnismaBigen hohen Effizienz. Der genetische Einfluss wurde besonders deutlich bei
Stammen, die der MLVA-Gruppe Il zugeordnet sind. So replizierte das Isolat S, welches als
einziger Stamm kein Plasmid und kein adaA-Gen aufweist, 3,8-fach effizienter als das Iso-
lat Z3055/91 (p = 0,001). In humanen MDM konnte ein &hnliches Muster zwischen der Rep-
likation und dem MLVA-Typ festgestellt werden. So replizierten die Stdmme des MLVA-
Typs Il mit einer sehr geringen, der MLVA-Typen | sowie Il mit einer maBigen und MLVA-
Typ IV mit einer hohen Effizienz.
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Abbildung 13: Replikationsrate der C. b.-Stamme in bovinen und humanen MDM. Ein Replika-
tionsfaktor wurde anhand der an den Tagen 1 und 14 p.i. ermittelten Lebendkeimzahlen (KIDs)
berechnet. Dargestellt sind MW und SD von jeweils 3 unabhangigen Versuchen. Statistik: Multivari-
anten Analyse mit Greenhous GeiBer-Korrektur [*: p < 0,05, **: p < 0,01].

Zusatzlich zum Replikationsfaktor wurde von allen Stdmmen in den jeweiligen Spezies eine
Regressionsanalyse erstellt, bei der die Entwicklung der Lebendkeimzahl im zeitlichen Ver-
lauf erfasst wurde. Der Anstieg der errechneten Regressionsgeraden sowie der Pearson-
Korrelationskoeffizient (r) verdeutlichten den stamm- und speziesspezifischen Bezug
(Tabelle 14). Besonders der Pearson-Korrelationskoeffizient spiegelte durch die Bestim-
mung der Linearitdt das Wachstum der C. b.-Stdmme wider. Dabei beschreibt ein Wert
zwischen 0 und 1 eine positive Korrelation, ein Wert zwischen 0 und -1 eine negative Korre-
lation, keine nachweisbare Korrelation ist bei einem Wert von 0 gegeben. Bei bovinen MDM
war der r-Wert stammabhéngig. So gab es bei den Stammen D und verschiedenen Feld-
isolaten (Cb 71/3, Cb 98/2, Cb 19/34) einen schwache bzw. maBige und bei den Stdmmen
Nmll, S sowie Z69/06 eine hohe Linearitat. In humanen MDM zeigten alle Stdmme einen
hohen bis sehr hohen linearen Zusammenhang zwischen der Zeit und den Lebendkeimzah-
len auf. Die beobachten Unterschiede im Replikationsverhalten kénnten mit der Invasivitat
der Bakterien zusammenhangen. Anhand der Regressionsgeraden konnte ein theoreti-

scher Wert fir die adhdrente Menge der Bakterien 1 h nach Inokulation berechnet werden.
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Abbildung 14: Korrelationsanalyse der Replikation von C. b. in bovinen und humanen MDM.
Dargestellt sind Punktdiagramme des Replikationsfaktors von 13 verschiedenen C. b.-Stimmen
(1=Nml, 2=Nmll, 3=H, 4=S, 5=D, 6 =23055/91, 7=269/06; 8=Cb 23/2; 9=Cb 71/3,
10=Cb 98/2, 11 =Cb 19/34, 12 = Cb 30/14, 13 =Z3464/92) gegenlber den bakteriellen Eigen-
schaften, wie LPS-Phasentyp, Herkunft und MLVA-Gruppe. Der Replikationsfaktor wurde aus den
Werten von 3 unabhangigen Versuchen pro Stamm errechnet.
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Tabelle 14: Regressionsanalysen zur C. b.-Replikation in bovinen und humanen MDM. Die
Korrelation der Lebendkeimzahl im zeitlichen Verlauft wurde anhand einer exponentiellen Regressi-
onsanalyse bestimmt. Dargestellt sind fir bovine (bo) und humane (hu) MDM der Anstieg der Re-
gressionsgeraden (m), der Pearson-Korrelationskoeffizient (r), sowie ein aus der Geradengleichung
hervorgehender theoretischer Anfangswert der Kinetik zum Zeitpunkt 1 h p. i. (t1 h-theo.)-

Anstieg m r tinh-theo [KIDso/ml]

C. b-Stamm bo hu bo hu bo hu
Nml 0,25 0,27 0,58 0,93 353 31
Nmll 0,13 0,32 0,93 0,94 5 2

H 0,13 0,28 0,52 0,92 8621 505

S 0,19 0,19 0,93 0,91 1185 3961

D 0,03 0,11 0,22 0,85 571 681
Z3055/91 0,04 0,25 0,76 0,80 44 6
Z69/06 0,08 0,32 0,82 0,99 153 17
Cb 23/2 0,04 0,13 0,67 0,89 11 3
Cb 71/3 0,03 0,12 0,35 0,86 27 6
Cb 98/2 0,03 0,14 0,21 0,90 65 8
Cb 19/34 0,03 0,15 0,30 0,92 22 4
Cb 30/14 0,07 0,27 0,68 0,94 8 2
Z3464/92 0,07 0,29 0,57 0,91 28 6

Die berechneten Werte fiir die adhéarierten Bakterien 1 h nach der Infektion variierten stark
(Tabelle 14). Es wurden Lebendkeimzahlen bestimmt, die von 2 bis maximal 8.621 KlDse/ml
schwankten. Auffallig war, dass die Invasion vor allem stammspezifisch war und weniger
durch die Wirtsspezies der Zellkulturen bedingt wurde.

Um weitere Unterschiede zwischen den C. b.-Stdmmen zu finden, wurde die Invasivitat in
Bezug auf die Eigenschaften der jeweiligen Stdmme bezogen (Abbildung 15). Der Phasen-
typ wird in der Literatur als einer der Hauptfaktoren fir die Invasivitat der Bakterien be-
schrieben (Capo et al. 1999b). In den bovinen und humanen MDM zeigte sich, dass das
Isolat H (Phase I-Isolat) effizienter von der Zelle aufgenommen wurde als das Phase II-
Isolat Nmll. Die Invasivitit der Stimme mit einem Uberschuss an Phase Il-Partikeln ergab
bei beiden Wirtszellspezies eine im Vergleich zu Nmll erhéhte Aufnahme-Effizienz. Bei
Stammen mit einer erh6hten Konzentration an Phase |-Partikeln konnte sowohl eine starke
Aufnahme von Stamm S als auch eine schwache bei Isolat Cb 30/14 beobachtet werden.
Einen Zusammenhang zwischen der Adharenz und der Herkunftsspezies wurde ebenfalls
sichtbar (Abbildung 15). Humane Stamme (H, S) und das Nager-Isolat D wiesen bei bo-
vinen als auch humanen MDM eine besonders starke Adhasion auf. Dagegen wurden Wie-
derkduerisolate von MDM beider Wirtsspezies nur gering aufgenommen. Einen eindeutigen
Bezug zwischen der Invasivitat und dem Genotypen der C. b.-Stamme konnte nicht abge-
leitet werden. Stdmme der MLVA-Gruppe | invadierten sowohl in bovine als auch in huma-
ne MDM mit der geringsten Effizienz. Bei den anderen Genotypen konnte keine eindeutige
Gruppierung festgestellt werden.
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Abbildung 15: Korrelationsanalyse der Invasion von C. b. in bovinen und humanen MDM.
Dargestellt sind Punktdiagramme des theorethische Invasion 1 h p.i. von 13 verschiedenen C. b.-
Stammen (1 =Nml, 2=Nmll, 3=H, 4=S, 5=D, 6=23055/91, 7=269/06; 8=Cb 23/2;
9=Cb71/3, 10=Cb98/2, 11=Cb19/34, 12=Cb30/14, 13 =723464/92) gegenlber den
bakteriellen Eigenschaften, wie LPS-Phasentyp, Herkunft und MLVA-Gruppe. Die Invasion wurde
anhand der Replikationskurve theoretisch bestimmt.
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7.4.4 Replikation von C. b. in bovinen Alveolarmakrophagen

FUr die Bewertung des Replikationsverhaltens der C. b.-Stdmme in den etablierten In vitro-
Systemen wurden bovine Alveolarmakrophagen vergleichend untersucht. Da die Generie-
rung der Alveolarmakrophagenkultur aufwendig ist, wurden die Replikation nur von ausge-
wéhlten C. b.-Stammen - den Referenzstdmmen Nml, Nmll und H - aufgenommen. Bei
diesen C. b.-Stammen konnte nur eine geringflgige Veranderung der GE (ber den gesam-
ten Untersuchungszeitraum festgestellt werden (Abbildung 16). Nml wies im Vergleich zu
den anderen Isolaten den stérksten Zuwachs der GE mit einem Anstieg von einer log-Stufe
auf. Die Replikationskinetik zeigte hierbei einen biphasischen Verlauf mit einem deutlichen
Abfall der Bakterienkonzentration am Tag 7 auf. Dagegen wies die Kinetik von Nmll nur
einen minimalen Zuwachs mit einer Verdopplung der GE am 7 d p. i. auf, welcher im weite-
ren Verlauf bis Tag 14 stagnierte. Das Isolat H zeigte im Vergleich zu den beiden Nm-
Formen bereits 24 h p. i. eine hohe zellassoziierte GE-Zahl, die sich (ber die Zeit von 14

Tagen kaum veranderte.
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Abbildung 16: Quantifizierung der intrazelluldren Lebendkeimzahl nach Inokulation von bo-
vinen Alveolarmakrophagen mit C. b. Makrophagen wurden mit verschiedenen C. b.-Stdmmen
(100 MOI, 1 h) infiziert und Genomaquivalente mittels real-time PCR bestimmt. Dargestellt sind
Boxblots mit Werten aus 4 unabhéngigen Versuchen mit jeweils 2 technischen Replikaten. Die sta-
tistische Auswertung erfolgte mit dem tTest (**: p<0,01; *: p < 0,05).
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7.5 Reaktion der Makrophagen auf eine Infektion mit C. b.-Stammen

Der Replikationszyklus von intrazelluldren Erregen wird durch die Reaktion der Wirtszelle
entscheidend beeinflusst (Eisenreich et al. 2013, Ghigo et al. 2009). Um die Wechselwir-
kung mit den Wirtszellen zu studieren, wurden die MDM-Kulturen mit 13 C. b.-Stdmmen
(Tabelle 1) infiziert und die mRNA-Expression verschiedener pro- und anti-inflam-
matorischer Zytokine und Chemokine bestimmt.

7.5.1 C. b.-bedingte Inmunreaktion in bovinen MDM

In einem Vorversuch wurde die Expression von Zytokinen und Chemokinen innerhalb der
ersten 7 Tage nach Infektion mit den LPS-Phase |- bzw. |I-Varianten des Stammes Nine
mile sowie einer hitzeinaktivierten Suspension von Nml untersucht. Dabei zeigte sich, dass
bovine MDM abhé&ngig vom Inokulat und der Zeit bestimmte Zytokine sowie Chemokine
exprimierten (Tabelle 15). Der Einfluss des Inokulates auf die Expression war vor allem
durch den LPS-Phasentyp bedingt und unabhangig von der Hitzebehandlung. Dies zeigte
sich besonders nach einer Inkubation von 3 h, wo sowohl der aktive als auch der hitzeinak-
tive Nml eine bis zu 92 % starkere Transkription der Mediatoren als Nmll induzierte.

In der frihen Phase der Infektion flihrte eine Stimulation mit Nml oder einer hitzeinaktivier-
ten Suspension zu einer zur Zellkontrolle signifikant erhéhten Expression von Thi-
spezifischen Zytokinen, wie u. a. IL-1B, IL-12 und TNF-a. Dagegen wurden Th2-spezifische
Mediatoren, wie IL-10 und MCP-1 (obwohl signifikant erhéht gegenlber der Zellkontrolle),
verhaltnismanig gering transkribiert. Eine gesteigerte Expression konnte bei der induzierten
NO-Synthase mit einer 78-fachen (p = 0,001) oder 44-fachen (p = 0,001) Erhéhung bei Nml
bzw. der hitzeinaktivierten Form verzeichnet werden. Mit Ausnahme von IFN-y erlangten
alle Zytokine und Chemokine innerhalb der ersten 3 h p. i. ihre héchste Expression und
fielen im Verlauf der Infektion signifikant ab. Besonders deutlich wurde dies bei IL-18 und
IL-12, wo es nach einer Inkubationsdauer von 3 h zu einer 755 bis 2.181-fachen Erhéhung
der mRNA-Konzentration kam, die bereits 21 h spater um mehr als 95 % abfiel. Die Tran-
skription von IFN-y stieg dagegen bis zu Tag 3 um das 11-fache an. Im Vergleich dazu
konnte bei einer Stimulation mit E. coli LPS in der Zeitspanne bis 1 d p. s. eine gesteigerte
Expression der Immunmediatoren festgestellt werden. So kam es zu einer Erhéhung der
mMRNA-Konzentration von IL-1B um 65 % und IL-12 um 86 % (Tabelle 11).

Der Stamm Nmll induzierte innerhalb der ersten 3 h nur eine leichte Erhéhung von pro-
inflammatorischen Zytokinen (IL-1B, IL-12, IFN-y) mit einem Faktor von 3 bis 6. Die Ubrigen
Zytokine und Chemokine blieben im Vergleich zur Zellkontrolle Gber den gesamten Unter-
suchungszeitraum fast unverandert. Lediglich fr IFN-y und MCP-1 konnte 1 d p. i. bzw.
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3 d p. i. ein signifikanter Riickgang der mRNA-Menge um 60 % (IFN-y) oder 80 % (MCP-1)
festgestellt werden.

Um zu Uberprifen, ob die Reaktionskinetik in bovinen MDM stammabhangig ist, wurde in-
nerhalb der /lag-Phase (bis Tag 3 nach der Infektion) fir weitere 5 C. b.-Stamme (H, S, D,
Z3055/92 und Z69/06) die Wirtszellreaktion untersucht. Die in Tabelle 16 dargestellten Er-
gebnisse zeigten ebenfalls eine Induktion der verschiedenen Zytokine und Chemokine in-
nerhalb der ersten drei Stunden nach der Infektion. Im weiteren zeitlichen Verlauf fiel die
mRNA-Menge stark ab. Am 3. Tag reagierten die bovinen MDM nach Infektion mit allen
C. b.-Stdmmen &hnlich wie die Zellkontrolle. Eine erh6hte mRNA Transkription nach 3 h
konnte vor allem bei Th1-spezifischen Zytokinen (IL-1B, IL-12 und TNF-a) nachgewiesen
werden. Bei einem Vergleich der Stdmme untereinander zeigte sich, dass bovine MDM
nach einer Infektion mit dem Isolat Z69/06 abweichend reagierten. So sank die mRNA-
Konzentration von Th1-spezifischen Zytokinen zwischen 3 h und 1 d p. i. um 50-60 %. Die
Expression der IFN-y- (94 %), RANTES- (52 %) und iNOS-spezifischen mRNA (56 %)
nahm hingegen deutlich zu. Die Infektion mit dem Isolat D fUhrte zu einer starken Inhibie-
rung der Zytokin- und Chemokin-Expression 3 d p. i., die im Vergleich zur Zellkontrolle bis

zu 80 % reduziert war.

7.5.2 C. b.-bedingte Immunreaktion in der friihen Phase der Infektion in bo-
vinen MDM

Anhand der starken Induktion der immunmodulatorischen Mediatoren nach einer Infekti-
onsdauer von 3 h wurde dieser Zeitpunkt zur Erstellung von Expressionsprofilen verschie-
dener C. b.-Stamme gewahlt. Die 13 heterogenen C. b.-Isolate induzierten in bovinen MDM
vorrangig eine von Th1-Zytokinen dominierte Immunantwort mit einer erh6hten Expression
von IL-1B, IL-12 und TNF-a (Tabelle 17). Besonders aufféllig war die sehr starke Induktion
von IL-1B und IL-12 durch die Referenzstamme Nml, H und D. Im Vergleich dazu fiihrte die
Stimulation mit Isolaten aus aktuellen Ausbriichen (2010-2011) kaum zu einer messbaren
Reaktion der MDM. IFN-y wurde ebenfalls stammspezifisch induziert. So zeigte der Stamm
Cb 30/14 eine signifikante Erhéhung (6-fach) und der Stamm Z3055/91 eine signifikante
Reduktion (80%) der IFN-y Expression im Vergleich zur Zellkontrolle auf. Dagegen indu-
zierten die anderen Stamme keine oder eine schwache Reaktion im Vergleich zur nicht
infizierten Kontrolle. Im Vergleich dazu reagierten bovine MDM auf den Kontakt mit C. b.
mit einer deutlich geringeren Transkription von Th2-spezifischen Zytokinen, wie IL-10 und
TGF-B. Vor allem die Referenzstdmme Nml, H und D induzierten eine signifikante Erhé-
hung von IL-10. Dagegen zeigten bovine MDM, welche mit Stdmmen von Ausbrichen zwi-
schen 2010-2011 infiziert wurden, kein signifikant zur Zellkontrolle verandertes IL-10-Profil.
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Die gemessene mRNA-Synthese von Chemokinen, wie IL-8, MCP-1 und RANTES, wies
ebenfalls auf eine stammspezifische Reaktion der bovinen MDM hin. Einige Stdmme (Nml,
H, D) induzierten eine signifikante Erhéhung der Chemokin-Expression. Dagegen I6sten
Isolate aus aktuellen Ausbruchsgeschehen (u. a. Cb 23/2 oder Cb 98/2) keine oder eine
reduzierte Chemokin-Expression aus. Eine erhéhte mRNA-Menge der induzierbaren NO-
Synthase um einen Faktor von 69 bis 81 konnte dagegen nur bei den Referenzstdmmen
Nml, H und D nachgewiesen werden. Diese Expression lag teilweise 50 % Uber der iNOS-
Konzentration nach einer Stimulierung mit E. coli LPS. Keine veranderte Expression konnte
bei Wiederkauer-Isolaten aus aktuellen Ausbruchsgeschehen festgestellt werden.

7.5.3 Einfluss von C. b. auf die Sezernierung von IL-18 durch bovine MDM

Das Zytokin IL-1B wird zunachst als Vorlauferprotein translatiert und vor der Sezernierung
aus der Zelle proteolytisch im Zytoplasma in die aktive Form gespalten (Dinarello 1998).
Eine direkte Aussage Uber die Expression von IL-18 kann somit nicht ausschlieB3lich auf
Basis der mRNA-Menge erfolgen. Flr die Konzentrationsbestimmung des aktiven Proteins
im Uberstand der bovinen MDM wurde deshalb ein in-house-IL-1B-ELISA durchgefiihrt.
Wie in Abbildung 17A dargestellt, konnte eine signifikant erhéhte IL-1B-Konzentration in
bovinen MDM ausschlieBBlich nach einer E. coli LPS-Stimulation gemessen werden. Die
Infektion mit den Referenzstammen Nml bzw. Nmll sowie die Stimulation mit einer hitzein-
aktivierten Nml-Suspension flhrten nach einer Inkubation von 24 h zu keiner gesteigerten
Sezernierung des Proteins im Vergleich zur Zellkontrolle. Dies spiegelt nicht die Ergebnisse
der mRNA-Expression, wie in Tabelle 15 dargestellt, wider. Die intrazellulare Konzentration
von IL-1B wurde zusétzlich 24 h p. i. mit Hilfe eines Western Blots nachgewiesen. Als Posi-
tivkontrolle wurde ein vollstédndig gereiftes bovines IL-13 Protein (rekombinant) verwendet.
Wie in Abbildung 17B dargestellt, konnten ebenfalls nur nach einer Stimulation mit E. coli
LPS die Vorlauferform und weitere proteolytische Abbauformen des Proteins nachgewiesen
werden. Die Nm-Varianten induzierten nur eine sehr schwache Bande des IL-1pB-
Vorlauferproteins. Bei der unstimulierten Kontrolle konnte kein IL-13 Protein nachgewiesen
werden.

Neben den Nm-Varianten wurden zudem die Uberstdnde von bovinen MDM untersucht,
welche mit verschiedenen C. b.-Stdmmen inokuliert wurden. Auch hier zeigten sich keine

Unterschiede zu der nicht infizierten Zellkontrolle (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 17 : Quantifizierung von sezerniertem IL1-B nach C. b.-Infektion von bovinen MDM.
Dargestellt in A sind die IL-1B Konzentrationen (Median und Min/Max) in Uberstanden von bovinen
MDM (n = 3) nach einer Infektion von 24 h mit Nml oder Nmll (100 MOI, 1 h). Als Kontrollen dienten
eine Zellkontrolle, sowie eine Stimulation mit einer hitzeinaktivierten Nml-Suspension sowie E. coli
LPS (6 pg/ml). Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests
(*™:p £0,01). In B wurde zusatzlich die IL-1B Konzentration intrazellular mit Hilfe eines Western Blots
nachgewiesen. Dargestellt sind die Vorlduferformen (26-38 kDa) und gereifte Form (17-20 kDa) von
IL-1B.

7.5.4 C. b.-bedingte Immunreaktion in der friihen Phase der Infektion von
humanen MDM

Auf eine Infektion mit C. b. reagierten humane MDM innerhalb von 3 h p. i mit einer
stammspezifischen Expression von verschiedenen immunmodulatorischen Mediatoren.
C. b. induzierte in den Zellen eine von Th1-Zytokinen dominierte Immunantwort mit einer
erhdhten Expression von IL-18, IL-12 und TNF-a (Tabelle 19). Besonders IL-12 wurde von
allen Stammen in unterschiedlicher Starke induziert. Das Phase I-Isolat H I6ste eine 2.600-
fach erhéhte Expression von IL-12 aus. Dieser Wert lag damit deutlich Gber der mRNA-
Menge nach Infektion mit den anderen Stammen. Neben dem lsolat H flihrte auch die In-
okulation mit den Isolaten D und den Rinder-Isolaten Z69/06 sowie Cb 98/2 zu einer erhdh-
ten Induktion von IL-12. Eine hitzeinaktivierte Nml-Suspension l6ste im Vergleich zum akti-
ven Nml eine 3,7-fach erhdhte Transkription von IL-12 aus. Eine vermehrte Induktion von
IL-18 und TNF-a war vorrangig bei den Stammen H, D sowie Z69/06 ersichtlich. Jedoch
war die induzierte mMRNA-Synthese im Vergleich zu einer E. coli LPS-Stimulation um bis zu
600-fach reduziert. IFN-y wurde ebenfalls stammspezifisch induziert (Tabelle 19). Nach
einer Infektion mit dem ovinen Isolat Cb 23/2 kam es zu einer signifikant erhdhten Expres-
sion von IFN-y. Auffallig war zudem, dass eine hitzeinaktivierte Suspension von Nml eine

6,8-fach héhere IFN-y-Transkription induzierte als der aktive Nml (p = 0,001).
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Humane MDM reagierten auf die Infektion mit C. b. mit einer deutlich geringeren Expres-
sion von Th2-spezifischen Zytokinen (IL-10 und TGF-B). Die Stdmme Nml, H, D und
Z69/06 induzierten eine zur Zellkontrolle signifikant erhéhte Transkription von IL-10-mRNA.
Eine Ausnahme stellte Cb 23/2 dar, welcher die IL-10-Induktion um 70 % zur nicht infizier-
ten Kontrolle reduzierte (p = 0,001). Alle anderen C. b.-Stamme l6sten dagegen kaum eine
Veranderung im Vergleich zur Zellkontrolle aus. Die Expression von TGF-B blieb nach dem
Kontakt mit C. b.-Stammen weitgehend unverandert. Der caprine Stamm Cb 19/34 zeigte
als einziges Isolat eine tendenzielle Herabregulation von TGF-B (p = 0,046). Die Expression
von Chemokinen, wie IL-8, MCP-1 und RANTES, war ebenfalls stammspezifisch verandert.
So zeigten humane MDM nach einer Infektion mit H, D und Z69/06 eine deutlich erhéhte
Expression von IL-8 auf. RANTES wurde dagegen mit Ausnahme von H und D kaum
transkribiert. Differentielle Unterschiede in der Chemokin-Induktion war beim caprinen
Stamm Cb 19/34 zu beobachten. So induzierte das Isolat eine deutlich erh6hte Expression
von MCP-1 (p=0,043) und inhibierte gleichzeitig die Expression von RANTES
(p = 0,0325). Die induzierbare NO-Synthase wurde in humanen MDM nach einer Inokulati-
on mit C. b. im Vergleich zur Zellkontrolle nicht verédndert exprimiert. Die beiden Wieder-
kauer-Isolate Cb 98/2 und Cb 19/34 flhrten zu einer deutlichen Reduktion der iINOS-mRNA
um 90-99 %.

7.5.5 Vergleichende Analyse der Wirtsreaktion in bovinen und humanen MDM

Um stammspezifische Expressionsmuster zu charakterisieren, wurde die C. b.-induzierte
Wirtsreaktion in bovinen und humanen MDM vergleichend untersucht. Wie bereits in Ab-
schnitt 7.4.3 beschrieben, korreliert das bakterielle Wachstum in MDM mit dem MLVA-
Genotyp. Aufgrund dieser Ergebnisse und Hinweisen aus der Literatur (Russell-Lodrigue et
al. 2009) wurde die Transkription der immunmodulatorischen Mediatoren auf den MLVA-
Genotyp des Stammes bezogen und die Werte zwischen den beiden MDM-Kulturen vergli-
chen. Dabei zeigte sich, dass besonders Stdmme des MLVA-Typs IV (Nml, H, Z69/06) im
Vergleich zur Zellkontrolle eine starke bis sehr starke Transkription von Th1-spezifischen
Zytokinen sowohl in bovinen als auch humanen MDM induzierten (Tabelle 18). Dagegen
fihrte eine Infektion mit den Stdmmen des MLVA-Typs | (Cb 23/2, Cb 19/34, Cb 30/14,
Z3464/92) mit Ausnahme von INF-y und MCP-1 in humanen MDM zu einer schwachen und
Isolate des MLVA-Typs Il (S, Z3055/92) zu einer milden Wirtsreaktion in beiden MDM-
Kulturen. Der MLVA-Typ Il (D, Cb 71/3, Cb 98/2, Z69/06) induzierte im Vergleich zum
Typ Il eine etwas starkere Wirtsantwort, die jedoch unter der vom MLVA-Typ IV lag. Es
konnte somit eine Korrelation zwischen dem Genotyp des C. b.-Stammes und der induzier-
ten Wirtsreaktion der MDM abgeleitet werden, welche unabhangig von der Wirtsspezies der
MDM war.
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Tabelle 18: Vergleich der C. b.-induzierten Wirtsreaktion in bovinen und humanen MDM. Die
Reaktion der stimulierten MDM 3 h p. i. wurde in Bezug zum MLVA-Genotypen gruppiert. Die Eintei-
lung der Expressionsintensitat erfolgte zytokin- bzw. chemokinspezifisch (+schwach, ++mild,
+++stark, ++++sehr stark)®.

bovin human
MLVA-Gruppe MLVA-Gruppe
[ ] i \Y | Il [] v
IL1-B + LA IL-18 + P IR
IL-8 + ++ t+ Tt IL-8 + ++ ++ +4+
IL-10 = i = SEaS IL-10 + ++ +++ ++++
IL-12 + ++ ++ ++++
TNF-a + ++ +++ ++++ IL-42 * = R R
TGF-B ++ +++ +++ +4+++ TNF-a N o ik =
IFN-y + + ++ 4 TGF-B + ++++ +++ ++++
MCP-1 e ++ ++ 4+ IFN-y 4+ + T+ +
RANTES + ++ +++ 4+ MCP-1 ++ ++ ++++ +++
iNOS + ++ +++ ++++ RANTES + + ++ ++

7.5.6 C. b.-bedingte Inmunreaktion in bovinen Alveolarmakrophagen

Als Vergleich zu bovinen MDM wurde die C. b. induzierte Wirtsreaktion in bovinen Alveo-
larmakrophagen untersucht. Es zeigte sich eine frihe Aktivierung der Zellen innerhalb der
ersten 3 h nach der Infektion (Tabelle 20). Das Expressions-Profil ahnelte dem der bovinen
MDM, jedoch mit einer deutlich niedrigeren Intensitadt der mRNA Transkription. Alveolar-
makrophagen exprimierten in Folge der Infektion vor allem Th1-spezifische Zytokine (IL-1,
IL-12, TNF-a). Die stammspezifische Transkription wurde besonders an einer 4-fach gerin-
geren IL-1B-Konzentration bei Nml oder an einer bis zu 70-fach erhdéhten IL-12-
Konzentration bei Stamm H im Vergleich zu den anderen Isolaten deutlich. Erhebliche Un-
terschiede gab es auch in der Wirtszellreaktion in Folge einer Stimulation mit einem aktiven
und inaktiven Nml. Die Expression Th2-spezifische Zytokine (IL-10, TGF-B) und IFN-y wur-
de durch die Infektion mit den C. b.-Stdmmen nicht verandert. Die Induktion von Chemoki-
nen (IL-8, MCP-1, RANTES) differenzierte nur geringfiigig zwischen den Isolaten. So inhi-
bierte der humane Stamm H die MCP-1 mRNA-Synthese um 70 % im Vergleich zur Zell-
kontrolle. Eine erhéhte Expression von RANTES konnte bei H und dem inaktiven Nml beo-
bachtet werden. Die Transkription von iINOS stieg um das 92-fache nach einer Infektion mit

dem Isolat H an. Bei den anderen Stammen wurde iNOS dagegen nur schwach exprimiert.

% Die Expressionsintensitat wurde fir jedes Zytokin oder Chemokin separat bestimmt. Die Einteilung
von schwach bis sehr stark wurde anhand der Expression einer nicht infizierten Kontrolle als nied-
rigsten Wert und einer E. coli LPS-Stimulation als héchsten Wert abgegrenzt und die Quartile dazwi-
schen entsprechend festgelegt. Alle Werte, welche Uber der E. coli LPS-induzierten Expression la-
gen, wurden als sehr stark definiert.
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7.6 Einfluss verschiedener C. b.-Stamme auf die Expression von Ober-
flachenmarkern auf Makrophagen

Der Einfluss von C. b.-Infektionen auf den Aktivierungsgrad der Makrophagen wurde Uber
die Expression spezifischer Oberflachenmarker (CD40, CD80, CD86, MHCI und MHCII)

bestimmt.

7.6.1 Kinetik der Expression von Oberflichenmarkern nach C. b.-Infektion
von bovinen MDM

In Voruntersuchungen wurde der Grad der Expression der untersuchten Aktivierungsmar-
ker auf bovinen MDM im zeitlichen Verlauf untersucht. Hierfiir wurden die Zellen mit Nml,
einer hitzeinaktivierten Nml-Suspension sowie E. coli LPS stimuliert und die Konzentration
der Oberflachenmarker zu verschiedenen Zeitpunkien (3 h, 6 h, 24 h) durchflusszyto-
metrisch bestimmt. Der Abgleich der gemessenen MFI’s erfolgte auf die Zellkontrolle
(ZK =1). Die in Abbildung 18 dargestellten Kinetiken der Expression der Oberflachenmar-
ker zeigten eine marker- und induktorspezifische Hochregulation. Der Aktivierungsmarker
CD40 wurde von den verwendeten Stimulanzen nach 6 h induziert und stieg bis Tag 1 wei-
ter an. So konnte ein Zuwachs der CD40-Expression von 32 % bei Nml (p = 0,008), 45 %
bei NmI_HI und 53 % bei LPS (p = 0,002) nachgewiesen werden. CD80 wurde von den
Stimulanzen unterschiedlich induziert. So wurde nach einer Inkubationsdauer von 6 h so-
wohl bei dem aktiven als auch bei dem inaktiven Nml eine Erhéhung der Proteinkonzentra-
tion um 14 % bzw. 19 % erzielt, welche Uber den weiteren Versuchsverlauf konstant blieb.
Eine LPS-Stimulierung flhrte ebenfalls nach einer Inkubation von 6 h zu einem Anstieg der
CD80-Expression um 60 % (p=0,019), jedoch fiel diese 24 hp.s. signifikant ab
(p = 0,025). Der Oberflachenmarker CD86 wurde durch die verwendeten Stimulanzien 6 h
p. s. leicht erhéht exprimiert. Dabei stieg die Proteinkonzentration nach einer Infektion mit
einem aktiven (p = 0,040) oder inaktiven (p = 0,013) Nml um bis zu 20 % und nach einer
Stimulation mit LPS um 25 % an. Im weiteren Versuchsablauf sank die CD86-Expression
bei den 3 Stimulanzien stetig ab. Die Inokulation mit aktiven und hitzeinaktivierten Bakterien
des Stammes Nml flihrten im Vergleich zur Zellkontrolle zu einer signifikanten Reduktion
der CD86-Menge um bis zu 20 %. Die Expression von MHC-Molekilen wurde durch die
Stimulation nur geringfiigig verandert. So induzierte E. coli LPS 24 h p. s. einen leichten
Anstieg der MHCI- und ll-Expression um 18 %. Anhand der Kinetiken und der Arbeitsablau-
fe im S3-Labor wurden die nachfolgenden Versuche flr eine Quantifizierung der Oberfla-

chenmarker nach eine Inkubation von 24 h durchgefihrt.
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Abbildung 18: Expression von Oberflachenantigenen auf bovinen MDM nach Stimulierung.
Bovine MDM wurden mit Nml (100 MOI, 1 h), einer hitzeinaktivierten NmlI-Suspension (NmI_HI) oder
LPS (6 pg/ml) stimuliert und nach 3 h, 6 h sowie 24 h die Expression von CD40, CD80, CD86 sowie
MHC-Molekilen mittels Durchflusszytometer untersucht. Dargestellt sind Boxplots mit Werten aus 3
bis 6 unabhangigen Versuchen mit jeweils 2 technischen Replikaten abgeglichen auf die Zellkontrol-
le (ZK =1). Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des t-Tests zwischen den Stimulanzien
(**:p £0,01; *:p = 0,05) sowie zwischen der ZK und dem Stimulanz (b: p < 0,05; a: p < 0,01).
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7.6.2 Oberflachenmarker-Expression auf bovinen MDM

Der Aktivierungsgrad der bovinen MDM wurden nach Infektion mit verschiedenen C. b.-
Stammen untersucht. Wie in Abbildung 19 dargestellt, konnte teilweise eine stammspezifi-
sche Reaktion der Zellen auf die Stimulation nachgewiesen werden. Die Stammspezifitat
wurde besonders bei der Expression von CD40 deutlich. So konnte eine erhebliche Erhé-
hung der Proteinmenge nach einer Stimulation mit dem humanen lIsolat H um 62 %
(p <0,0001) und den Kontrollen NmI_HI um 47 % (p < 0,0001) sowie LPS um 52 %
(p < 0,0001) verzeichnet werden. Unterschiede zwischen den beiden LPS-Phasenvarianten
von Nm wurden ebenfalls deutlich. So induzierte der Phase II-Stamm im Vergleich zu Nml
eine Reduktion um bis zu 50 % des CD40-Proteins. Andere Stamme, wie Z69/06, dagegen
fihrten zu einem signifikanten Anstieg der CD40-Konzentration um 32 % (p < 0,0001) auf
der Oberflache von bovinen MDM. Die Reaktion der Zelle auf die Infektion variierte zwi-
schen den Feldisolaten aus aktuellen Ausbruchsgeschehen. So blieb die CD40-Expression
bei einigen Isolaten (Cb 23/2, Cb 19/34) unveréndert und andere Stdmme induzierten da-
gegen eine leichte Erhéhung (Cb 98/2 um 25 %, p = 0,003) oder eine Reduktion (Cb 30/14
um 34 % oder Z3464/92 um 47 %).

Der Aktivierungsmarker CD80 veréanderte sich nach Stimulation zumeist nicht. Ausnahmen
stellten nur die beiden Stdmme H und Z69/06 dar, welche einen Anstieg der Proteinkon-
zentration um 44 % (p=0,001) bzw. 38 % bewirkten. Eine Reduktion der CD80-
Konzentration um 56 % konnte zudem nach einer Infektion mit dem ovinen Isolat Cb 30/14
beobachtet werden.

Das Oberflachenprotein CD86 blieb nach einer Stimulation im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle meist unverandert oder wurde reduziert exprimiert. Nur das caprine Isolat Cb 71/3
|6ste eine leichte Erhdhung um 26 % aus. Bei anderen Stammen, wie Nm-Varianten, H, S,
Cb 30/14 sowie Z3464/92, konnte auf der Wirtszelloberflache eine Reduktion der CD86
Proteinkonzentration von bis zu 25 % detektiert werden.

Die Expression der MHC-Molekule | und Il blieb nach der Stimulation der bovinen MDM im
Vergleich zur Zellkontrolle meist unveréndert. Eine leichte Erhdhung der MHCI-
Konzentration konnte nach einer Infektion mit dem Stamm H oder einer LPS-Stimulation
nachgewiesen werden. Insgesamt reagierten bovine MDM auf eine C. b.-Infektion mit einer
deutlich schwacheren Expression von Oberflachenmarkern als auf eine Stimulation mit
E. coli LPS.
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Abbildung 19: Expression

LPS

Z3464/92
NmiI_HI

voh Oberflachenantigenen auf bovinen MDM nach Infektion mit

C. b. Bovine MDM wurden mit C. b.-Stammen (100 MOI, 1 h), einer hitzeinaktivierten Nml-
Suspension (Nml_HI) oder LPS (6 pg/ml) stimuliert und nach 24 h die Marker CD40, CD80, CD86

sowie MHC-Molek(ile mittels

Durchflusszytometer untersucht. Dargestellt sind Boxplots aus 3 bis 6

unabhéngigen Versuchen mit jeweils 2 technischen Replikaten abgeglichen auf die Zellkontrolle
(ZK = 1). Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des tTests zwischen den Stimulanzien
(*: p < 0,05; signifikante Unterschiede zu LPS: ¢ p < 0,05 oder 4 p< 0,01) sowie zwischen der ZK und
dem Stimulanz (b: p < 0,05; a: p = 0,01).
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7.6.3 Oberflachenmarker-Expression auf humanen MDM

Humane MDM reagierten nach einer C. b.-Stimulation mit einer stammspezifischen Ex-
pression der jeweiligen Aktivierungsmarker (Abbildung 20). Das Oberflachenprotein CD40
wurde durch die Stimulation am starksten beeinflusst. Eine Behandlung mit den beiden
Kontrollen - E. coli LPS und eine inaktive Suspension von Nml - flhrten im Vergleich zur
Zellkontrolle zu einer Erhéhung der Proteinkonzentration um 69 % bzw. 32 % (p < 0,0001).
Die bovinen Isolate Z69/06 sowie Cb 98/2 induzierten einen Anstieg um 33 % (p = 0,003)
bzw. 21 %. Eine erhdhte CD40-Expression konnte ebenfalls bei den humanen Isolaten S
um 34 % (p = 0,007) sowie H um 24 % (p = 0,0001) festgestellt werden. Eine Infektion mit
den anderen C. b.-Stammen flhrte zu keiner Veranderung im Vergleich zur Zellkontrolle.
Die CD80-Expression wurde durch die Stimulation kaum verandert. Eine Ausnahme stellte
nur das humane Isolat S sowie die E. coli LPS-Kontrolle (p = 0,048) dar, die bezlglich zur
Zellkontrolle eine leichte Erhéhung um bis zu 25 % induzierten. Das Protein CD86 wurde
nach Infektion mit C. b. bis auf den Stamm Z3464/92, welcher zu einer Reduktion um 22 %
fhrte, nicht beeinflusst. Bei der Expression von MHCI wurde ebenfalls keine Beeinflussung
durch die Infektion mit verschiedenen C. b.-Stdmmen bzw. Stimulation mit den entspre-
chenden Kontrollen nachgewiesen. Eine nicht signifikant erhéhte Konzentration des Aktivie-
rungsmarker MHCII konnte nur in Folge einer Stimulation der humanen MDM mit Isolaten
von kleinen Wiederkduern (Z3055/91, Cb 71/3, Cb 19/24 und Z3464/92) festgestellt wer-
den. So stieg die Konzentration des MHCII-Proteins auf bis zu 38 % im Vergleich zur nicht-

stimulierten Kontrolle an.

7.6.4 Oberflachenmarker-Expression auf bovinen Alveolarmakrophagen

Die Infektion von bovinen Alveolarmakrophagen mit C. b. fuhrte zu einer stammspezifi-
schen Expression von CD40 auf den Zellen (Abbildung 21). So stieg die Proteinkonzentra-
tion in Folge einer Inokulation mit den Stdmmen Nml und H um das 1,5-fache im Vergleich
zur nicht infizierten Kontrolle an. Eine Infektion mit Nmll induzierte dagegen eine Reduktion
des CD40-Proteins um 30 % (p = 0,034). Die Expression von CD80 wurde durch die Infek-
tion nicht beeinflusst. Lediglich eine Nmll-Infektion reduzierte die Proteinkonzentration um
bis zu 25 %. Einige C. b.-Stamme inhibierte zudem die CD86-Expression. So verringerte
sich die Proteinmenge auf den Zellen nach einer Infektion mit Nmll um 50 %, mit Stamm H
um 21 % (p = 0,013) und nach Stimulation mit einem inaktiven Nml um 34 %. Bei einer
Infektion mit Nml wurde dagegen keine Verdanderung der CD86-Konzentration festgestellt.
Die Expression von MHCI und Il wurde durch C. b. kaum beeinflusst. Eine Ausnahme stell-
te die Infektion mit Nmll dar, wo es zu einer Reduktion des MHCII-Proteins um 34 % im
Vergleich zur nicht infizierten Kontrolle kam.
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Abbildung 20: Expression von Oberflaichenantigenen auf humanen MDM nach Infektion mit
C.b. Humane MDM wurden mit C. b.-Stdmmen (100 MOI, 1 h), einer hitzeinaktivierten Nml-
Suspension (Nml_HI) oder LPS (6 pg/ml) stimuliert und nach 24 h die Marker von CD40, CD80,
CD86 sowie MHC-Molekiile mittels Durchflusszytometer untersucht. Dargestellt sind Boxplots mit
Werten aus 3 bis 6 unabhangigen Versuchen mit jeweils 2 technischen Replikaten abgeglichen auf
die Zellkontrolle (ZK = 1). Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des tTests zwischen den
Stimulanzien (*: p < 0,05 oder p < 0,01; signifikante Unterschiede zu LPS: ¢ p < 0,05 oder ¢ p< 0,01)
sowie zwischen der ZK und dem Stimulanz (b: p £ 0,05; a: p £ 0,01).
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Abbildung 21: Expression von Oberflachenantigenen auf bovinen Alveolarmakrophagen nach
Infektion mit C. b. Bovine Alveolarmakrophagen wurden mit C. b.-Stdmmen (100 MOI, 1 h), einer
hitzeinaktivierten Nml-Suspension (Nml_HI) oder LPS (6 pg/ml) stimuliert und nach 24 h die Marker
von CD40, CD80, CD86 sowie MHC-Molekiile mittels Durchflusszytometer untersucht. Dargestellt
sind Boxplots von Werten aus 3 oder 4 unabhangigen Versuchen mit jeweils 2 technischen Replika-
ten abgeglichen auf die Zellkontrolle (ZK = 1). Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des
Tests zwischen den Stimulanzien (*: p £ 0,05 oder p £0,01; signifikante Unterschiede zu LPS:
¢ p £ 0,05 oder ¢ p< 0,01) sowie zwischen der ZK und dem Stimulanz (b: p £ 0,05; a: p £ 0,01).
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8 Diskussion

Coxiellen sind weltweit verbreitet und infizieren als zoonotische Erreger viele wildlebende
Tiere, domestizierte Haustiere, Végel, Arthropoden und den Menschen. Aus den infizierten
Wirten konnten verschiedene Stdmme von C. b. isoliert werden, welche sich durch eine ge-
netische Heterogenitdt auszeichnen und zum Teil mit spezifischen Krankheitsbildern beim
Menschen oder Tier assoziiert wurden. Bis auf Unterschiede innerhalb der LPS-Struktur
konnten bislang noch keine C. b.-spezifischen Virulenzfaktoren identifiziert werden, welche
die unterschiedliche Auspragung der Krankheitsverlaufe erklaren wirden. Biomarker kénnten
eine Verbesserung der diagnostischen Verfahren sowie eine Bewertung des Gefahrdungspo-
tentials far Nutztierbestdnde und den Menschen ermdglichen. Vor diesem Hintergrund wur-
den in der Arbeit 13 C. b.-Stdmme hinsichtlich ihrer genetischen Merkmale sowie ihres Ein-
flusses auf den Wirt charakterisiert. Die Untersuchung der Wirt-Pathogen-Interaktion erfolgte

je an einem bovinen und humanen primaren Makrophagen-Zellkulturmodell.

8.1 Charakterisierung der primaren Makrophagenkulturen

Die Generierung von MDM aus humanem oder bovinem Blut erfolgte Uber zwei verschiede-
ne Isolationsmethoden: das Teflon-Beutel-Verfahren fir bovine MDM (Jungi et al. 1996) und
das Plattenadhé&sions-Verfahren fiir humane MDM. Beide Verfahren sind als die Standard-
methoden fiir die jeweilige Spezies beschrieben. Besonders bei bovinen MDM wurde seit der
Etablierung des Verfahrens 1996 (Jungi et al. 1996) immer wieder auf diese Methode zu-
rickgegriffen (Janagama et al. 2006, Adler et al. 1996, Menge et al. 2015). Die Generierung
von humanen MDM im Teflon-Beutel wurde vereinzelt in Publikationen aufgefihrt (van der
Meer et al. 1982, Schwager und Jungi 1994), welche sich jedoch durch die erhebliche Vari-
anz in der Ausfuhrung nicht als Standardmethode durchsetzen konnte. Aufgrund dessen
wurde die Methode der Plattenadhasion fir die Gewinnung von humanen MDM in dieser
Arbeit ausgewdhlt. Die gewonnen MDM unterschieden sich neben der Isolation auch durch
die Art der Adhésion und im Differenzierungsgrad. Bei bovinen MDM handelte es sich um
ausdifferenzierte Makrophagen, die sich schnell an Oberflachen mit oder ohne einer speziel-
len Tragersubstanz heften (Salthouse 1984). Humane MDM wurden dagegen als Monozyten
ausgesat. Diese Zellen bendtigen proteinmodifizierte Biomaterialien, die eine Adhdrenz an
Oberflachen erméglichen. Hierzu gehdéren u. a. Faktoren wie Fibronektin, Fibrin, Serum oder
Plasma. Das Zusammenspiel der adh&renzférdernden Proteine, der Zellkulturgefal3e sowie
die Adharenzdauer sind ausschlaggebend fir die Aktivierung der Monozytendifferenzierung
zu Makrophagen (Shen und Horbett 2001). Fir die Generierung der humanen MDM wurden
deshalb ZellkulturgeféaBe mit einer erh6hten Adharenz-Effizienz verwendet. Bovine Alveolar-
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makrophagen wurden aus der BALF von Kalbern generiert. Die Anheftung der ausdifferen-
zierten Makrophagen an die Oberflache des Tragermaterials war ahnlich wie bei humanen
MDM erschwert. Unter Verwendung des IMDM-Beutelmediums mit einem Anteil von
20 % FKS konnte die Adharenz der Zellen gesteigert werden. Trotz der unterschiedlichen
Praparationsmethoden konnten Zellen generiert werden, die sich aufgrund ihrer Langlebig-
keit, Morphologie, sowie Physiologie als Makrophagen definieren lieBen.

Humane sowie bovine MDM und Alveolarmakrophagen waren langlebig und konnten Gber
einen Zeitraum von 14 Tagen ohne Mediumwechsel tberleben. Ein langer Lebenszyklus von
bis zu mehreren Monaten oder Jahren ist ein charakteristisches Merkmal von Makrophagen
(van Furth und Cohn 1968, Parihar et al. 2010). Monozyten weisen dagegen eine sehr kurze
Lebensspanne auf (van Furth und Cohn 1968) und unterliegen einer spontanen Caspase-3-
induzierten Apoptose (Fahy et al. 1999).

Anhand der Morphologie der isolierten Zellen konnten ebenfalls charakteristische Makropha-
geneigenschaften definiert werden. Neben der GréBe (40 um) wiesen die MDM und Alveo-
larmakrophagen eine polymorphe Gestalt mit zahlreichen Pseudopodien und Plasma-
austllpungen auf. Der Kern der Makrophagen war zentrisch angeordnet und variierte in der
Form. Der Golgi-Apparat und das ER waren auffallend um den Kern lokalisiert. Lysosomen
lagen zahlreich im Zytoplasma oder gebunden am Golgi-Apparat vor. Phagozytische Vakuo-
len konnten im Zytoplasma ebenfalls identifiziert werden. Diese Eigenschaften entsprechen
der Morphologie eines typischen Makrophagen. Monozyten sind dagegen deutlich kleiner
(12-15 um) und besitzen einen groBen Kern mit stark kondensiertem Chromatin. Die Form
der Zellen ist zumeist rund und auspragte Filamentstrukturen werden auf der Oberflache
nicht gebildet. Zudem weisen die Zellen nur ein gering ausgebildetes raues ER, wenige
Membran-gebundene Lysosomen sowie keinen dominant ausgepragten Golgi-Apparat auf
(Sutton und Weiss 1966).

Physiologische Eigenschaften, wie die Expression von Zytokinen, Chemokinen oder Oberfla-
chenrezeptoren, variieren zwischen den Entwicklungsstadien der mononukleéaren phagozy-
tierenden Zellen. So exprimieren Makrophagen beispielsweise nach einer Stimulation mit
LPS deutlich héhere Mengen an iNOS und IL-1 als Monozyten (Jungi et al. 1996, Herzyk et
al. 1992). Die generierten bovinen und humanen MDM sowie die bovinen Alveolarmakro-
phagen wiesen eine sehr hohe Expression von IL-1B (bis zu 600-fach bei humanen MDM,
900-fach bei bovinen MDM, 1.850-fach bei bovinen Alveolarmakrophagen) nach einer Stimu-
lation mit E. coli LPS auf. Dagegen konnte eine Veranderung der iINOS-Konzentration nur bei
bovinen Makrophagen festgestellt werden. Hier kam es nach einer E. coli LPS-Inkubation
von 24 h zu einer 220-fach bzw. 280-fach erhdhten mRNA-Transkription. Humane MDM ex-
primierten kein iINOS bzw. zeigten nach LPS-Stimulation keine Veréanderung der mRNA-
Menge im Vergleich zur Zellkontrolle. Die Synthese von iNOS und die Freisetzung von NO in
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humanen Makrophagen werden in verschieden Publikationen unterschiedlich dargestellt. So
sind speziesabhangige Unterschiede in der NO-Produktion bekannt. Murine, bovine und avi-
are Makrophagen bilden NO in Folge einer Stimulation. Makrophagen anderer Spezies wie
Kaninchen, Ziegen oder Goldhamster weisen dagegen keine iNOS-Aktivitat auf und expri-
mieren zudem nicht den Kofaktor Tetrahydrobiopterin (BH4), welcher fiir die Stabilitat und
Funktionalitat der iINOS verantwortlich ist (Schneemann und Schoeden 2007, Jungi et al.
1996, Adler et al. 1996, Murray und Wynn 2011b). Einige Arbeitsgruppen konnten eine NO-
Aktivitat in humanen Makrophagen feststellen. Es gab jedoch keinen Beleg flr die Expressi-
on von iNOS oder BH4 (Schneemann und Schoeden 2007, Murray und Wynn 2011a). Somit
ist zu vermuten, dass die generierten humanen MDM das inos-Gen auch in Folge einer Sti-
mulation nicht aktiv transkribieren.

Der Reinheitsgrad der generierten MDM-Kulturen wurde ebenfalls untersucht. Nach Aussaat
der Zellen wiesen 81 % der bovinen und 85 % der humanen MDM-Kulturen den CD14-
Marker auf. Die CD14-negativen Zellen setzten sich aus T-Zell-Populationen und B-Zellen
zusammen. Diese zuséatzlichen Zellpopulationen kénnten das Modell negativ beeinflussen.
Jedoch ist bekannt, dass Lymphozyten einen kurzen Lebenszyklus von 12 h bis maximal
15 Tage besitzen. Von den Lymphozyten weist nur eine kleine Subpopulation von T- und B-
Zellen (Gedachtniszellen) eine lange Lebensspanne auf (Coassin und Kline 1957, Sprent
1993). Es ist zu vermuten, dass sich die CD14-negativen Zellen im MDM-Modell hauptséach-
lich aus naiven B- oder T-Zellen zusammensetzten. Zudem wurden vor jeder Infektion die
MDM-Kulturen mehrfach gewaschen, um nicht adharente Lymphozyten zu entfernen. Somit
konnte der Einfluss anderer Zellpopulationen minimiert werden.

Funktionell sind Makrophagen durch eine ausgepragte Plastizitdt gekennzeichnet. Diese
befahigt sie, anhand von externen Stimuli ihren Phanotyp sowie ihre Physiologie zu andern
und sich somit an aktuelle Gegebenheiten anzupassen. Bei murinen Makrophagen werden
klassisch zwei Populationen (M1- und M2-Makrophagen) definiert, die sich in ihrer Art der
Aktivierung, ihrer Polarisierung sowie Physiologie unterscheiden (Mosser und Edwards 2008,
Murray und Wynn 2011b). Mit Hilfe einer LPS-Stimulation konnten die generierten bovinen
und humanen MDM sowie die bovinen Alveolarmakrophagen zu M1-Makrophagen differen-
ziert werden, was sich aus dem Expressionsprofil von Zytokinen, Chemokinen sowie oberfla-
chenassoziierten Ko-Stimulationsfaktoren ableiten lieB. So exprimierten die Kulturen nach
Stimulation vermehrt typische M1-Zytokine sowie Chemokine (Mosser und Edwards 2008,
Engstrom et al. 2014), wie IL-18, IL-12, TNF-a und RANTES. Bovine MDM und Alveolarmak-
rophagen bildeten zusétzlich INOS. Die Sezernierung von NO ist ein wichtiges Merkmal fir
die klassisch aktivierten M1-Makrophagen. Durch eine E. coli LPS-Stimulation wurde die
Expression von CD40 und CD80 auf bovinen sowie humanen MDM um das 2 bis 3-fache
erhdht. Die Ko-Stimulationsmarker CD40, CD80 und CD86 gehéren zu den typischen M1-
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Markern und werden durch eine LPS-Stimulation vermehrt auf der Oberflache exprimiert
(Vogel et al. 2013, Qin et al. 2005).

Durch die Expression von verschiedenen immunologischen Markern nach LPS-Stimulation
konnte die Stimulierbarkeit und die Funktionalitdt der Makrophagenkulturen bestatigt werden.
Anhand der geringen Varianzen zwischen den einzelnen Préparationen eignen sich MDM als
Modell zur Beurteilung der Virulenz von C. b. in verschiedenen Wirten.

8.2 Charakterisierung der C. b.-Stamme

Die verwendeten 13 C. b.-Stamme wurden aufgrund gréBtmdglicher Unterschiede ausge-
wahlt und umfassten sowohl laboradaptierte Referenzstdmme als auch Isolate aus aktuellen
Ausbruchsgeschehen. Um einen Zusammenhang zwischen den Erregereigenschaften und
der Wirt-Pathogen-Interaktion in Makrophagen zu finden, wurden die Stamme genotypisch
und morphologisch untersucht. Die genotypische Charakterisierung ist eine effiziente Metho-
de fir die epidemiologische Gruppierung der Stdmme. So kdénnen Uber dieses Verfahren
Rackschlisse auf die 6kologische Nische, die Verbreitung und indirekt auf die Infektiositat
und Virulenz der Isolate gezogen werden. Bei der MLVA-Analyse wurden 7 VNTR’s unter-
sucht und die Genotypen anschlieBend in vier genomische Gruppen (I bis 1V) eingeordnet.
Von den 13 Stdmmen wurden vier Isolate (Cb 23/2, Cb 30/14, Cb 19/34, Z3464/92) in die
genetische Gruppe | eingeordnet. Diese verfliigen Uber ein QpH1-Plasmid sowie das adaA-
Gen. Das klinische Bild war nur bei dem Isolat Z3464/92 als Abort bekannt. Die 4 Isolate der
Gruppe | wurden von kleinen Wiederkduern (Schaf, Ziege) in Deutschland isoliert und wie-
sen untereinander einen hohen Ahnlichkeitsgrad auf (Abbildung 4).

Trotz hoher Diversitat wurden die beiden Isolate S und Z3055/91 in die genetische Gruppe Il
eingegliedert. Das humane Isolat S besitzt unter den 13 untersuchten Stdmmen als einziges
kein Plasmid und kein adaA-Gen, sondern eine chromosomal integrierte Plasmidsequenz mit
einer Homologie zum QpH1-Plasmid mit 17 ORF's (6 ORF homolog zum QpH1-Plasmid)
(Willems et al. 1997). Das adaA-Gen korreliert mit dem Plasmidtyp und wird nur bei Isolaten
mit einem QpH1-Plasmid gefunden (Frangoulidis et al. 2013). Dartiber hinaus wurde es als
Biomarker fiir die Vorhersage des akuten Krankheitsverlaufs von C. b. in Betracht gezogen.
Jedoch konnte diese Theorie in Studien mit einer Vielzahl an humanen und Wiederk&uer-
Isolaten mit bekanntem Krankheitsbild nicht signifikant bestatigt werden (Zhang et al. 2005).
Der adaA-lose Stamm S induzierte Symptome eines chronischen Q-Fiebers (Hepatitis), was
mit den genetischen Eigenschaften korrelierte. Dagegen gehért das ovine Isolat Z3055/91 zu
den wenigen Stdmmen in der Gruppe Il, die Uber ein QpH1-Plasmid und das adaA-Gen ver-
fugen. Das QpH1-Plasmid gilt als das ursprungliche Plasmid der Coxiellen, welches sich
durch den evolutiondren Druck im Laufe der Zeit genetisch zu den anderen Plasmidtypen
differenziert hat (Beare et al. 2006). Deshalb ist davon auszugehen, dass es sich bei dem
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Isolat Z3055/91 um eine Ubergangsform handelt. Ein klinisches Bild ist zu diesem Stamm
nicht bekannt, jedoch besitzt er einen hohen Verwandtschaftsgrad zum Stamm Z66/96
(QpHI*, adaA"), welcher aus einem Abort isoliert wurde.

Die genetische Gruppe Il umfasst vier Isolate (D, Z69/06, Cb 71/3, Cb 98/2), die Uber ein
QpH1-Plasmid und adaA verflugen. Charakteristisch fur diese Gruppe ist ein erhdhter Tro-
pismus zum Rind (Jiménez 2012). Zwei der ausgewahlten Stdmme (Z69/06, Cb 98/2) wur-
den von Rindern isoliert. Die MLVA-Typisierung fir Z69/06 ergab allerdings, dass es sich
hierbei um kein reines Isolat sondern um ein Gemisch aus zwei C. b.-Stdmmen der MLVA-
Gruppe Il und IV handelt. Ob die Stdmme beide aus der Milch isoliert wurden oder eine Kon-
tamination vorliegt, konnte rickwirkend nicht beurteilt werden. Die anderen beiden Isolate
der Gruppe Il = Cb 71/3 und D - wiesen keinen hohen Verwandtschaftsgrad zu den bovinen
Isolaten auf und grenzten sich deutlich von ihnen ab. Der Stamm D wird in der Literatur als
das urspringliche Isolat der Coxiellen beschrieben und verflgt Gber ein QpDG-Plasmid, wel-
ches dem QpH1-Plasmid sehr ahnlich ist (Frangoulidis et al. 2013, Jager et al. 2002). Der
hier in der Arbeit verwendete Stamm D wies dagegen ein QpH1-Plasmid auf. Der Stamm D
(Dugway) wurde in den 50er Jahren am Militarstitzpunkt Dugway in den USA isoliert. Es ist
bekannt, dass finf verschiedene Varianten des Stammes existieren, welche sich in ihren
genetische Eigenschaften unterscheiden kénnen (Stoenner und Lackman 1960).

Zur genetischen Gruppe IV gehéren neben Nm auch das humane Isolat H sowie der zweite
MLVA-Typ von Z69/06. Alle zugeordneten Stamme verfligten tber ein QpH1-Plasmid und
das adaA-Gen. Anhand des Restriktionsmusters wird die Gruppe mit akuten Krankheitsver-
laufen assoziiert. Die Infektion mit Stamm H ging mit den Symptomen einer Pneumonie ein-
her. Bei den restlichen Stdmmen ist kein klinisches Bild bekannt. Die Gruppe IV enthalt zu-
dem viele Isolate aus Zecken, die im Infektionszyklus der Coxiellen eine Vektorfunktion ein-
nehmen. Zu den Stdmmen gehort u. a. der im Laborbetrieb hdufig verwendete Referenz-
stamm Nm. In den Clustern der Gruppe IV sind mehrere Zecken-Isolate neben Isolaten aus
anderen Wirten mit einem hohen genetischen Verwandtschaftsgrad lokalisiert. Dies kdnnte
auf eine vektorbasierende Verbreitung hindeuten. Auch in den anderen genetischen Grup-
pen zeigt sich innerhalb der einzelnen Cluster mit einem hohen genetischen Ahnlichkeitsgrad
eine Vielzahl an Isolaten, die sich im Ursprung des Wirtes oder der geographischen Lage
unterscheiden. Bei diesem ,Wanderverhalten“ der Coxiellen kénnen beispielsweise die Ver-
breitung durch Vektoren, Viehverkdufe oder Zucht eine Rolle spielen (Cardinale et al. 2014).
Die Diversitat der Coxiellen wird zudem durch die einzigartige LPS-Struktur definiert. Es
werden drei morphologische Zusténde unterschieden, einer virulenten Phase I, einer inter-
mediare Phase und einer avirulenten Phase Il. Dem Phasenwechsel liegen Mutationen zu-
grunde, die zu einer progressiven Verklrzung der LPS-Struktur fihrt (Vodkin und Williams
1986, Hoover et al. 2002). Die in der Arbeit verwendeten C. b.-Stamme wiesen hauptséach-
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lich Phasengemische auf. Nur zwei Isolate konnten einem reinen Phasentyp (H als Phase |
und Nmll als Phase 1) zugeordnet werden. Phase |-Partikel stellen den Wildtypen dar, der in
der Natur weit verbreitet und durch eine erhdhte Virulenz gepréagt ist. Das Auftreten von in-
termediaren Phasen bzw. Phase Il-Partikeln erfolgt durch eine Laboradaption in Folge von
mehrfachem Passagieren in Zellkulturen (Hotta et al. 2002). Ein direkter Zusammenhang
zwischen der Entwicklung eines Phase Il LPS-Typs und der Zellkulturadaption konnte bei
den verwendeten Isolaten nicht festgestellt werden. So enthielten besonders Isolate aus ak-
tuellen Ausbruchsgeschehen (Cb 23/2, Cb 71/3, Cb 19/34) einen hdheren Anteil an Phase II-
Partikeln als Isolate die bereits mehrere Jahre an die Zellkultur adaptiert wurden.

Der LPS-Struktur wird das Potential zum Biomarker fir die Virulenz sowie die Antigenitat der
Bakterien zugeschrieben (Hackstadt 1986, Hackstadt et al. 1985). So sollen Phase |-Partikel
eine héhere Virulenz aufweisen als Phase II-Partikel. Die Virulenz eines C. b.-Stammes ist
jedoch nicht allein vom Phasentyp abhdngig, sondern wird auch von anderen noch unbe-
kannten Faktoren bestimmt (Islam et al. 2013). Die hier verwendeten Stdmme waren groi3-
tenteils Phasengemische mit einem héheren Anteil an Phase II-LPS. Somit ist eine genaue
Differenzierung der Virulenz am Phasentyp nur bedingt méglich. Daneben beeinflussen auch
die Morphologie bzw. der Phanotyp der Bakterien die Virulenz fur den Menschen (Maurin
und Raoult 1999). Im Negativ-Kontrast-Verfahren wiesen die Inokula aller C. b.-Stdmme eine
einheitliche stabchenférmige Morphologie auf und variierten nur geringférmig in der GréBe.
Abweichend war lediglich Stamm H, welcher sich durch seine gestreckte Form deutlich in der
GréBe von den anderen Stdmmen unterschied. Die Inokula der einzelnen Stdmme enthielten
sowohl SCV als auch LCV. Diese Zusammensetzung beeinflusste die Infizierbarkeit der
Makrophagenkulturen nicht, da bei Coxiellen beide Phanotypen infektiés sind (Wiebe et al.
1972). In diesem Merkmal unterscheiden sich Coxiellen von dem sehr ahnlichen Entwick-
lungszyklus der Chlamydien, wo nur eine Form, die Elementarkérperchen, infektios ist.

Die gleichartige Morphologie der C. b.-Stamme gewahrten verhaltnismaBig einheitliche Be-
dingungen far die Infektion von Makrophagen und férderten somit die Vergleichbarkeit der

Stamme untereinander.

8.3 Infizierbarkeit der bovinen MDM mit C. b.

Die Invasivitat sowie die Replikationsféhigkeit der Coxiellen konnte in primaren Makrophagen
der Maus (Brennan et al. 2004) und des Menschen (Shannon und Heinzen 2008) bestétigt
werden. Um die Infizierbarkeit des bovinen MDM-Modells zu prifen, wurden die Zellen unter
verschiedenen Bedingungen (Variation in der Infektionsdosis und Inokulationszeit) infiziert.
Dabei zeigte sich, dass die Infektionsdosis einen geringeren Einfluss auf die Infektionsrate
der Zellen auslbte als die Inokulationsdauer. Diese Limitierung der Invasion wurde bei hu-
manen Monozyten bereits beschrieben. Hier konnte gezeigt werden, dass bei einer Infekti-
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onsdosis von 100 MOI nach einer Inokulationsdauer von einer Stunde nur 10 % der Coxiel-
len an den Zellen adhérierten und bei einer Dauer von 2 bis 4 h die Rate auf 25 % anstieg.
Die Zahl der phagozytieren Bakterien nahm jedoch im Vergleich zu den zellassoziierten Bak-
terien Uber die Zeit nicht deutlich zu und blieb bei 2-3 % konstant (Dellacasagrande et al.
2000). Bekannt ist, dass die Invasion gewdhnlich (ber eine rezeptorassoziierte Phagozytose
erfolgt (Meconi et al. 2001). Die Rezeptoren fir die Internalisierung der Bakterien sind ab-
hangig von der LPS-Phase. Fur die Aufnahme bendétigen Phase I-Partikel nur das Integrin
a,B3 und Phase ll-Partikel zusatzlich den CR3-Rezeptor (Capo et al. 1999b). Beide Rezepto-
ren wurden auf bovinen MDM und Alveolarmakrophagen exprimiert (Daten nicht gezeigt).
Lichtmikroskopisch konnten zudem in beiden bovinen Makrophagenkulturen die PV’s nach
Infektion detektiert werden. Diese Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen histologi-
scher Untersuchungen C. b.-infizierter Wiederk&uer, wo in den Makrophagen der Lunge und
Plazenta erhéhte C. b.-Antigenkonzentrationen nachgewiesen wurden (van Moll et al. 1993,
Emikpe et al. 2013).

Neben der Invasivitdt wurde die Replikationsféhigkeit des Stammes Nml in bovinen MDM
Uber einen Zeitraum von 14 Tagen untersucht. Der Vermehrungszyklus wird bei den Coxiel-
len aufgrund der Metamorphose - dem Wechsel zwischen SCV und LCV - als biphasisch
bezeichnet. An die Aufnahme von Nml in bovinen MDM schloss sich eine 3 Tage andauern-
de lag-Phase an, die mit der Umwandlung der SCV in LCV verknUpft sein kénnte. Diese lag-
Phase wurde bei humanen MDM (Howe et al. 2010), murinen Makrophagen (Brennan et al.
2004) und bei Vero-Zellen (Coleman et al. 2004) ebenfalls beobachtet. Innerhalb dieser Zeit
kommt es zu Veranderungen in der Morphologie und Expression von spezifischen Genen,
die die charakteristischen Eigenschaften der LCV in der Stoffwechselaktivitat sowie der Re-
produktion unterstitzen (Minnick und Raghavan 2012). Der /lag-Phase schlief3t sich in den
bovinen MDM eine exponentielle Wachstumsphase Uber 7 Tage mit einem Anstieg der
Keimzahl von etwa 2 log-Stufen an. Ahnliche Anstiege konnten auch bei humanen Makro-
phagen mit einem Zuwachs von 1,7 bis 2,4 log (Howe et al. 2010) beobachtet werden. Am
Ende der exponentiellen Phase im Ubergang zur stationdren Phase erfolgt wiederum die
Umwandlung der LCV zu SCV. Mit der Morphogenese sind eine Inhibierung der Expression
von LCV-Proteinen sowie eine verstarkte Expression von SCV-Proteinen, die fir die hohe
Umweltresistenz unterstitzend wirken, verbunden (Minnick und Raghavan 2012). Der Be-
ginn der stationdren Phase von Nml in bovinen MDM konnte jedoch innerhalb des Untersu-
chungszeitraums nicht erreicht werden. Die ermittelte Verdopplungszeit von Nml in bovinen
MDM betrug 25,7 h. Im Vergleich dazu replizierte Nml in humanen MDM mit einer Verdopp-
lungszeit von 11-13 h deutlich effizienter (Howe et al. 2010). In murinen Makrophagen
schwankte die Verdopplungszeit von 19 h bei priméren Zellen und bis zu 26 h bei permanen-
ten Zelllinien (Brennan et al. 2004). In Epithelzellen replizierte Nml mit einer Verdopplungs-
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zeit von 12 h am schnellsten (Coleman et al. 2004). Anhand des Vergleichs der Verdopp-
lungszeiten kann ein wirt- und organspezifischer Trend in der Replikation der Coxiellen abge-
leitet werden (Minnick und Raghavan 2012). Damit konnte erstmalig gezeigt werden, dass
C. b. in vitro bovine Makrophagen invadiert und eine aktive Replikation in diesen Zellen voll-
zieht. Das bovine MDM-Modell eignet sich somit zur Beurteilung der Replikation von C. b.

8.4 Replikationskinetik von verschiedenen C. b.-Stammen in MDM

Bei der Quantifizierung der Replikation von 13 heterogenen C. b.-Stdmmen in bovinen und
humanen MDM zeigten sich stamm- und speziesspezifische Unterschiede im Replikations-
verhalten. Ahnliche Beobachtungen wurden bereits in einigen /n vivo-Studien in Mausen und
Meerschweinchen gemacht (Hackstadt 1990, Kocianova et al. 2001, Russell-Lodrigue et al.
2009). In diesen Untersuchungen korrelierte der RFLP-Genotyp mit der Virulenz der Stam-
me. So induzierten Isolate des Genotyps IV (Nml, African und Ohio) eine akute Infektion und
die des Genotyps V (G und S) eine moderate Form des Krankheitsbildes in Meerschwein-
chen. Stdmme des Genotyps IV (Priscilla und P) und VI (D) fihrten zu keiner akuten Infekti-
on. Die zu geringe Stammanzahl erméglichte jedoch keinen eindeutigen Rickschluss auf die
Relevanz der genetischen Diversitat auf die Virulenz der Bakterien (Hackstadt 1990,
Kocianova et al. 2001, Russell-Lodrigue et al. 2009). Um potentielle Biomarker fiir die Beur-
teilung der Replikation von C. b. in bovinen und humanen MDM zu finden, wurden die
Wachstumsunterschiede der verschiedenen Stdmme hinsichtlich ihrer genetischen Merkma-
le (MLVA-Typ, Plasmidtyp, adaA) untersucht. Bei bovinen MDM zeigte sich (Abbildung 14),
dass besonders die Stdmme der MLVA-Gruppen Il (S, Z3055/91) und IV (Nm, H) effizient
replizierten. Eine Ausnahme in der Gruppe Il war Stamm Z3055/91, der durch den Besitz des
QpH1-Plasmids und des adaA-Gens eine Ubergangsform zum Genotyp Ill darstellen kénnte.
Im Meerschweinchenmodell induzierten Stdmme beider Genotypen ebenfalls eine akute bis
maBige Infektion (Russell-Lodrigue et al. 2009). Isolate mit einem MLVA-Typ | (Cb 23/2,
Cb 19/34, Cb 30/14, Z3464/92) und Il (D, Cb 71/3, Cb 98/2) wiesen in bovinen MDM eine
deutlich reduzierte Replikation im Vergleich zu Gruppe IV und Stamm S auf. Der Stamm
Z69/06 umfasste zwei verschiedene Genotypen (MLVA Il und IV) und flgte sich zwischen
diesen beiden Gruppen mit einem deutlich erhéhten Replikationsfaktor im Vergleich zur
Gruppe Il bzw. deutlich niedrigeren als Gruppe IV ein. Meerschweinchen, die mit Stdmmen
der beiden Genotypen inokuliert wurden, entwickelten keine Symptome einer akuten Infekti-
on (Russell-Lodrigue et al. 2009). Bei humanen MDM wurde ebenfalls eine Korrelation des
MLVA-Typs mit der Replikation ersichtlich (Abbildung 14). Ahnlich den bovinen MDM repli-
zierten hier die Isolate der MLVA-Gruppe IV am effektivsten und die der Gruppe Ill am ge-
ringsten. Der Stamm Z69/06 zeigte anhand des Zuwachses eine deutlich starkere Affinitat
zur Gruppe IV, was eine schwéachere oder keine Replikation der Typ IlI-Kontaminante bedeu-
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ten kénnte. Die Isolate des MLVA-Typs | wiesen eine Teilung in zwei Gruppen auf, mit einer
stark (Cb 30/14, Z3464/92) und einer schwach (Cb 19/24, Cb 23/2) replizierenden Populati-
on. Bei bovinen MDM konnte dieser Unterschied zwischen den Stdmmen ebenfalls ansatz-
weise beobachtet werden. Die Stdmme der MLVA-Gruppe |l und Il replizierten in humanen
MDM mit einer ahnlichen Effizienz. Somit scheint die genotypabhangige Replikationsrate der
Stdmme in bovinen und humanen MDM mit dem Schweregrad des Infektionsverlaufes im
Labortier positiv korreliert zu sein. Unter Vermeidung von Tierversuchen kénnte die vom Na-
germodell abgeleitete Theorie (Russell-Lodrigue et al. 2009) unter Nutzung des in dieser
Studie entwickelten MDM-Modells weiter entwickelt werden.

Aber auch andere Faktoren missen das bakterielle Wachstum in MDM beeinflusst haben.
Grunde fur diese Annahme sind vor allem in der Varianz der Replikationseffizienz zwischen
humanen und bovinen MDM zu sehen. Einflussfaktoren kénnten u. a. der LPS-Phasentyp
sein, welcher die Virulenz von C. b. beeinflusst (Abbildung 14). Bekannt ist, dass Phase II-
Partikel dem wirtseigenen Immunsystem starker ausgesetzt sind als Phase I-Partikel (Slaba
et al. 2003) und dadurch schneller eliminiert werden. Somit kénnen sich virulente Phase I-
Partikel in immunkompetenten Tieren besser replizieren als avirulente Phase Il-Partikel
(Andoh et al. 2005). Sowohl bei bovinen als auch bei humanen MDM replizierte der Phase I-
Stamm H deutlich geringer als das Phase ll-Isolat Nmll. Es ist bekannt, dass das Fehlen
eines intakten Immunsystems die Replikation von Phase Il-Partikeln in Zellkultursystemen
beglnstigt (Miller et al. 2004). Allerdings zeigte sich beim Vergleich beider Nm-Phasentypen,
dass Nml in bovinen MDM besser replizierte als Nmll, wahrend sich Nmll effizienter in hu-
manen MDM vermehrte. Da es sich bei dem Nml um ein Phasengemisch mit gleichen Antei-
len an Phase | und Il handelt, kbnnen Varianzen in den Ergebnissen nicht ausgeschlossen
werden. Jedoch sind die Unterschiede zwischen den beiden LPS-Phasentypen (H, Nmll) und
den Nm-Phasenvarianten gering. Auch in anderen Studien mit humanen Makrophagen (pri-
mare Zellen und Zelllinien) konnten keine starken quantitativen Unterschiede in der Replika-
tion zwischen Nml und |l nachgewiesen werden (Howe et al. 2010). Weiterhin konnte nach-
gewiesen werden, dass die als Phasengemisch identifizierten Stdmme mit einem héheren
Anteil an Phase |-Partikeln sich in bovinen MDM effizienter replizierten als Stdmme mit ei-
nem Uberschuss an Phase II-Partikeln. Diese Ergebnisse spiegelten nicht die Replikationsef-
fizienz der Stdmme H (Phase |) und Nmll (Phase Il) wider. Zusammenfassend lasst sich
vermuten, dass der LPS-Phasentyp in der Zellkultur ohne das Einwirken eines intakten Im-
munsystems einen geringen Einfluss auf das Replikationsverhalten der Bakterien ausibt.
Zudem beeintrachtigt die Varianz der Phasentyp-Anteile innerhalb der Inokula die Auswert-
barkeit und Vergleichbarkeit mit anderen publizierten Arbeiten. Daraus geht hervor, dass der
LPS-Phasentyp nicht fur die Beurteilung der Replikationseffizienz bei Coxiellen geeignet ist.
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Weiterhin wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen dem Ursprungswirt der einzel-
nen lIsolate und der Replikationseffizienz besteht (Abbildung 14). Es ist zu vermuten, dass
Isolate in ihrem Ursprungswirt bzw. in artverwandten Wirten effizienter replizieren als in ei-
nem Fehlwirt. Ein speziesspezifischer Tropismus zwischen dem Isolat und dem Wirt konnte
nicht festgestellt werden. So replizierten humane Isolate in beiden MDM-Spezies mit einer
erhéhten Effizienz und Wiederkauerisolate vermehrten sich in humanen MDM effizienter als
in ihrem Ursprungswirt. Das Zeckenisolat Nm replizierte sich im Vergleich zu den anderen
Stdmmen in beiden MDM-Kulturen gleichermaBen gut. Zecken spielen als Vektoren eine
wichtige Rolle in der Transmission zwischen den Wirten (Mensch, Wild- und Nutztiere). So
ist bekannt, dass Coxiellen in Zellkulturen der Schildzecke (/xodidae) mit einer erhdhten Effi-
zienz replizieren und auch infektiés flir andere Saugetierzellen sind (Herrin et al. 2011). Die
in den bovinen und humanen MDM beobachtete speziesunabhangige Replikation der Stam-
me kann mit dem Vektorpotential der Zeckenisolate in Verbindung stehen.

Der Mensch ist im Infektionskreislauf der Coxiellen ein Fehlwirt. In den letzten Q-Fieber-
Ausbrichen von 1980 bis 2000 wurden humane Félle vermehrt durch Wiederkauer, insbe-
sondere Schafe, Ziegen und Rinder, verursacht (Tissot-Dupont et al. 2004). Auch beim letz-
ten groBen Q-Fieber-Ausbruch in den Niederlanden (2009-2011) wurde die Transmissions-
route auf den Menschen durch Schafe und Ziegen begriindet. In diesem Ausbruch konnten 3
Genotypen identifiziert werden, die sowohl beim Menschen als auch bei Schafen, Ziegen
sowie Rindern isoliert wurden (Tilburg et al. 2012). Daraus lasst sich schlieBen, dass der
Ursprungswirt eines C. b.-Stammes kein geeigneter Parameter zur Vorhersage der Replika-
tionseffizienz der Bakterien darstellt.

Die Invasionsrate der Bakterien ist ein weiterer Faktor, der die Replikation von C. b. definiert.
Eine theoretisch bestimmte Bakterienmenge nach 1 h Inokulation zeigte zwischen den bei-
den MDM-Kulturen stammspezifische Unterschiede auf. Um Zusammenhange zwischen
dem Invasionsvermégen und den einzelnen Stdmmen abzuleiten, wurden die berechneten
Invasionsraten den MLVA-Gruppen, dem Phasentyp sowie dem Isolationsort der C. b.-
Stdmme gegenibergestellt. Es konnte keine eindeutige Korrelation zwischen dem Genotyp
und der Invasivitat der Bakterien ermittelt werden. Dagegen wurde bereits beschrieben, dass
Phase Il-Partikel sowohl phagozytierende als auch nicht phagozytierende Zellen effizienter
invadieren als Phase |-Partikel (Ghigo et al. 2009, Moos und Hackstadt 1987). Die Gegen-
Uberstellung der Invasivitdt mit dem LPS-Phasentyp der C. b.-Stdmme konnte keine gestei-
gerte Aufnahme von Phase IlI-Partikeln durch bovine oder humane MDM aufzeigen
(Abbildung 15). Das Phase I-Isolat H sowie die Stamme mit einem Uberschuss an Phase I-
LPS konnten beide MDM-Kulturen stérker invadieren als Nmll oder Phasengemische mit
einem hdheren Anteil an Phase II-LPS. Grinde flr die Unterschiede kénnten in der Zusam-
mensetzung der Inokulate liegen. Die Ermittlung der C. b.-Partikelzahl in den Konserven er-
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folgte durch Auszahlung eines Giménez-gefarbten Praparates, wo sowohl lebende als auch
tote Partikel gezahlt werden. Die prozentualen Anteile von lebenden und toten Bakterien im
Inokulat kénnen dabei variieren und riickwirkend nicht definiert werden. Somit kann eine Be-
einflussung nicht ausgeschlossen werden. Umso interessanter war dagegen die Beobach-
tung, dass ein Zusammenhang zwischen dem Invasionsvermdégen der C. b.-Stdmme und der
jeweiligen Spezies zu bestehen scheint, von dem die Stdmme urspringlich isoliert wurden.
So konnten die héchsten Invasionsraten bei humanen Isolaten (H, S) sowie dem Nagerisolat
D und die niedrigsten Raten bei den verschiedenen Wiederkauerisolaten festgestellt werden.
Dieses Phanomen lief3 sich in humanen wie bovinen MDM gleichermaBBen beobachten. Eine
Korrelation zwischen dem Invasionsvermdgen und der Replikationseffizienz konnte jedoch
nicht abgeleitet werden. Dies wurde besonders am Nager-Isolat D deutlich, welches in bei-
den MDM-Spezies trotz hoher Invasivitdt kaum replizierte. Somit kénnte der Genotyp das
gréBte Potential haben, als Biomarker zur Beurteilung der Virulenz von C. b. verwendet zu

werden.

8.5 Immunmodulatorische Reaktion der bovinen MDM nach einer Infek-
tion mit C. b.

Damit Pathogene in Makrophagen Uberleben kénnen, missen sie Strategien entwickeln, die
den Abwehrmechanismen des Immunsystems entgegenwirken. Bei Coxiellen ist bekannt,
dass die Erreger das Immunsystem aktiv modulieren (Waag 2007). Um die Wirtszellreaktion
von infizierten bovinen MDM zu untersuchen, wurde die Expression diverser immunmodula-
torischer Zytokine und Chemokine wahrend der Replikation von Nm-Varianten (Phase | und
Il, hitzeinaktivierte Nml-Form) bestimmt. Uber den Untersuchungszeitraum von 7 d konnte
eine dominierende Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen, wie IL-13, IL-12 und
TNF-a, 3 h p. i. nachgewiesen werden. Die friihe Stimulation der Makrophagen kdnnte eine
Folge der bakteriellen Adharenz an wirtseigenen PRRs sein, die zur Aktivierung des angebo-
renen Immunsystems und zur Eliminierung des Pathogens fuhren (Kumar et al. 2011). Typi-
sche Rezeptoren kénnen u.a. TLR2 (Zamboni et al. 2004) oder Integrine, wie oyfs,
(Dellacasagrande et al. 2000) sein. Eine frihe Aktivierung von pro-inflammatorischen Zytoki-
nen (TNF-a, IL-1a, IL-12) wurde ebenfalls in infizierten humanen Monozyten und murinen
Makrophagen nachgewiesen (Dellacasagrande et al. 2000, Tujulin et al. 1999). Diese erfolg-
te nachweislich durch die bakteriellen Adh&renz an die Wirtszelle und wurde nicht durch die
Internalisierung der Coxiellen gesteuert (Dellacasagrande et al. 2000).

In bovinen MDM sank trotz aktiver Replikation die Zytokinexpression nach der friihen Aktivie-
rung erheblich ab und erreichte 3 d p. i. das Expressionsprofil einer nicht infizierten Zelle.
Diese Reduktion konnte sowohl bei einem aktiven als auch hitzeinaktivierten Nml nachge-
wiesen werden und verlauft somit unabhangig von der metabolischen Aktivitat der Coxiellen.
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Bei Legionellen ist bekannt, dass die frihe Stimulation der Wirtszelle durch die Bindung von
bakteriellen Hitzeschock-Proteinen (Hsp's) an Zellrezeptoren erfolgt (Retzlaff et al. 1996).
Auf der Oberflache von Coxiellen ist ebenfalls ein Hsp lokalisiert, welches Homologien zu
Hsp’s von Legionellen aufweist (Macellaro et al. 1998). Somit kénnte die friihe Expression
von Th1-spezifischen Zytokinen durch C. b.-spezifische Hsp’s erfolgen. Th2-spezifische Zy-
tokine (IL-10 und MCP-1) wurden dagegen nur geringflgig mit einer erhéhten Konzentration
3 h p. i. transkribiert. Die Bildung von Th2-spezifischen Immunmodulatoren, wie IL-10 und
MCP-1, wird haufig bei Patienten mit einem chronischen Q-Fieber nachgewiesen (Meghari et
al. 2008, Meghari et al. 2006). Daraus lasst sich schlieBen, dass bovine MDM in Folge der
bakteriellen Adh&renz mit einer frihen pro-inflammatorischen Wirtszellantwort auf eine C. b.-
Infektion reagieren.

Antimikrobielle Immunmodulatoren, wie IFN-y, iNOS und das Pyrogen IL-13 wurden wahrend
der Infektion mit Nm-Varianten ebenfalls in bovinen MDM exprimiert. IFN-y ist ein wichtiges
Zytokin fur die Eliminierung von intrazellularen Erregern (Jin et al. 2004). In C. b.-infizierten
bovinen MDM-Kulturen konnte 3 d p. i. ein Anstieg in der IFN-y-Transkription nachgewiesen
werden. INF-y wird hauptsachlich von NK-Zellen sowie T-Zellen exprimiert und sezerniert
(Schroder et al. 2004), wahrend die Fahigkeit von Makrophagen zur IFN-y-Expression lange
Zeit in Frage gestellt wurde. Studien belegen jedoch, dass Makrophagen konstitutiv IFN-y
exprimieren und nach Aktivierung durch verschiedene physiologische Faktoren das Zytokin
sezernieren (Gessani und Belardelli 1998). Eine IFN-y-Expression konnte zudem sowohl in
bovinen als auch in humanen MDM nach Stimulation mit E. coli LPS oder Inokulation mit
C. b. festgestellt werden. Eine Verunreinigung der Zellkulturen scheint hierbei keine pragnan-
te Relevanz zu haben. Dies begrindet sich damit, dass die Zellkulturen vor und wahrend der
Infektions- und Stimulationsversuche mehrfach gewaschen und somit mégliche T-Zellen eli-
miniert wurden. Weiterhin spricht dafiir, dass bei beiden Makrophagenspezies trotz unter-
schiedlicher Praparationstechniken eine IFN-y-Produktion nachweisbar war. Die im Vergleich
zu einer E. coli-LPS-Stimulation (24 h p. s.) zeitlich verzdgerte IFN-y-Expression in C. b.-
infizierten bovinen MDM (3 d p. i.) kann durch das Erreichen eines Schwellenwertes verur-
sacht worden sein (Tabelle 15). Extrazellulare Einflisse, wie die Stimulation durch PAMPS
oder IL-12 fUhren zu einer vermehrten Sezernierung von IFN-y, was wiederum die autoregu-
latorische mRNA-Expression des Zytokins anregt (Gessani und Belardelli 1998). Die PAMP-
Konzentration in der eingesetzten E. coli LPS-Lésung kdnnte eine hdhere Dichte aufgewie-
sen haben als die in einer C. b.-Suspension, so dass der Schwellenwert in LPS-stimulierten
Kulturen schneller erreicht wurde. Freies IFN-y bewirkte in murinen Fibroblasten eine Inhibie-
rung der Replikation von Coxiellen (Turco et al. 1984), wahrend in bovinen MDM die C. b.-
Replikation bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes von 14 Tagen anhielt. Bovine MDM
sind damit in der Lage auf eine Infektion mit C. b. zu reagieren und IFN-y zu exprimieren,
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jedoch scheint dieses antimikrobielle Zytokin keinen direkten Einfluss auf die Replikation der
Erreger zu haben.

Durch das Einwirken von pro-inflammatorischen Zytokinen (TNF-a, IFN-y) und mikrobiellen
PAMPs (LPS, Lipoteichonsaure) exprimieren Makrophagen vermehrt iINOS (Howe et al.
2002, Flannagan et al. 2009). IFN-y induziert im Zusammenspiel mit TNF-a die Expression
von iINOS in murinen Makrophagen und inhibiert somit die Replikation sowie die Reifung der
PV. Die Konzentration von TNF-a ist hierbei entscheidend fir die Aktivierung des Transkrip-
tionsfaktors NFkB und damit fur die antimikrobielle Wirkung (Howe et al. 2002). In bovinen
MDM bewirkte die C. b. Infektion eine frihe iINOS-Transkription (3 h p. i.), die mit der expri-
mierten TNF-a-Menge korrelierte. So transkribierten Nml-infizierte bovine MDM mit einer
hohen TNF-a-Expression ebenso vermehrt das iNOS-Gen. Im Vergleich dazu fuhrte eine
Stimulation mit einem inaktiven Nml zu einer deutlich geringeren TNF-a- und iNOS-
Expression. Im weiteren Verlauf der Infektion sank die Expression von iNOS sowie TNF-a
trotz Replikation von Nml erheblich ab. Daraus geht hervor, dass eine C. b.-Infektion in bo-
vinen MDM zu einer frihen Transkription von iNOS und TNF-a flhren, die jedoch keinen
Einfluss auf die Vermehrung der Erreger hat.

IL-1B wirkt als eines der starksten endogenen Pyrogene und spielt eine wichtige Rolle in der
Bekampfung von Pathogenen (Dinarello 1997). Die Sezernierung von IL-18 wird im Vergleich
zu anderen Zytokinen streng kontrolliert und erst nach post-translationaler Modifikation durch
Caspase 1 von der Zelle freigesetzt (Dinarello 2007, van de Veerdonk et al. 2011). Die Be-
stimmung des aktiven Proteins im Uberstand gibt daher eine eindeutigere Auskunft Uiber die
pro-inflammatorische Wirkung von IL-1B als die exprimierte mRNA. In bovinen MDM wurde
nach Stimulation mit E. coli LPS 24 h p. s. eine Konzentration von 980 pg/ml des sezernier-
ten aktiven IL-1B Protein nachgewiesen. Eine Infektion mit Nml oder Il bzw. eine Stimulation
mit einem hitzeinaktivierten Nml fUhrten zu keiner Freisetzung des Proteins, was in keiner
Relation zur exprimierten mRNA-Menge stand. Auch intrazellulédr konnte das Vorlauferpro-
tein und seine proteolytischen Spaltungsformen ausschlieBlich nach E. coli LPS-Stimulation
vermehrt nachgewiesen werden (Abbildung 17). An der Inhibierung der IL-1B Translation
kénnten u. a. regulatorische miRNAs beteiligt sein. miRNAs beschreiben kleine, hochkonser-
vierte regulatorische RNAs, die nicht fir ein Protein kodieren. Sie werden nach einer Stimu-
lation gebildet und kdnnen die Expression von verschiedenen Proteinen beeinflussen, indem
Target-mRNAs post-transkriptionell zerstért oder die Translation inhibiert wird (Bartel 2004,
Eulalio et al. 2008). Bakterielle Effektorproteine kénnen die Funktion der miRNA beeinflussen
(Navarro et al. 2008). Somit wéare eine Steuerung der zellularen miRNA durch C. b.-
spezifische Effektorproteine denkbar. Diese Proteine mussten zudem hitzestabil sein, da
eine hitzeinaktivierte Nml-Suspension ebenfalls die IL-1B-Translation beeinflusste. Bei ande-
ren intrazelluldren Erregern, wie Mykobakterien, ist beschrieben, dass in humanen Makro-
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phagen die enzymatische Spaltung von IL-1f in das aktive Protein nicht durch die bakterielle
Stimulation der Zelle, sondern tber den Rezeptor P2X7 gesteuert wird (Kleinnijenhuis et al.
2009). Auch verschiedene gram-negative Bakterien regulieren tber P2X7 die Freisetzung
von IL-1B (Yilmaz et al. 2008). Der Purino-Rezeptor P2X7 wird durch extrazellulares ATP
aktiviert und flhrt zur Inflammasombildung sowie zur Aktivierung der Caspase 1 (Wiley et al.
2011). ATP als wichtiger Immunmodulator liegt in hohen Konzentrationen im Zellzytoplasma
vor und wird durch die Zerstérung der Zellen freigesetzt (Vitiello et al. 2012). Anders als bei
Monozyten liegt Caspase 1 in Makrophagen nicht konstitutiv aktiviert vor, sondern muss Uber
ATP stimuliert werden (Netea et al. 2009). Die in den bovinen MDM gemessene IL-13-
Konzentration nach einer E. coli LPS-Stimulation konnte somit nur in Folge einer Bindung
von ATP an den P2X7-Rezeptor freigesetzt werden. Das exogene ATP kdnnte sich durch
zerstorte Lymphozyten im Medium der MDM-Kultur angereichert haben. Des Weiteren indu-
ziert IFN-y eine vermehrte Freisetzung von ATP in Makrophagen (Netea et al. 2009). IFN-y
konnte in bovinen MDM in geringen Mengen nachgewiesen werden und kdnnte ebenfalls an
der Aktivierung des P2X7 Rezeptors bzw. der Caspase 1 beteiligt sein. Mykobakterien sekre-
tieren zwei ATP-degradierende Proteine, die das exogene ATP zerstéren und somit die Akti-
vierung der enzymatischen Kaskade inhibieren, die zu einer Reifung des IL-18 Proteins fuhrt
(Zaborina et al. 1999). Bei Legionellen erfolgt die Inhibierung der Caspase 1 durch einen
flagellinunabhangigen Prozess, welcher durch ein Effektorprotein ausgelést wird, welches in
Coxiellen ebenfalls vorkommt (Retzlaff et al. 1996). Das Protein CBU1823 wird tber das Typ
IV-Sekretionssystem sezerniert und inhibiert auf einen noch unbekannten Weg die Aktivitat
von Caspase 1 (Newton et al. 2013, Zamboni 2011). Es ware denkbar, dass dieses Protein
in Makrophagen ebenfalls den Einstrom von freiem ATP in die Zelle verhindert. Dieses kdnn-
te die Inhibierung der Spaltung des IL-1 Vorlauferproteins erklaren, welches nur in geringen
Konzentrationen nach der Infektion mit C. b. in bovinen MDM vorlag.

Die Bedeutung dieser In vitro-Befunde fir den Infektionsverlauf im Wiederk&uer kann nur
vorsichtig beurteilt werden, jedoch ist weder in infizierten CB-17 Mausen noch in Patienten
mit akutem Q-Fieber vermehrt IL-1B im Serum nachweisbar (Russell-Lodrigue et al. 2009,
Capo et al. 1999a). Somit besteht die Mdglichkeit, dass Coxiellen die IL-1B3-Expression so-
wohl auf post-transkriptioneller als auch auf post-translationaler Ebene beeinflussen. Da be-
sonders sezernierte pro-inflammatorische Zytokine, wie TNF oder INF-y, eine autoregulatori-
sche Wirkung auf die Expression von weiteren Zytokinen oder Chemokinen der Makropha-
gen haben (Ma et al. 1996), misste theoretisch die Transkription von Immunmodulatoren im
weiteren Verlauf der C. b.-Infektion in bovinen MDM immer weiter ansteigen. Dies konnte
jedoch nur in E. coli-stimulierten bovinen MDM bestétigt werden (Tabelle 11). Im Gegensatz
dazu lasst sich nach der friihen Aktivierung der pro-inflammatorischen Wirtszellantwort eine
signifikante Reduktion der Zytokin- und Chemokin-Expression in C. b.-infizierten bovinen
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MDM beobachten. Weitere Untersuchungen missen zeigen, ob die C. b.-Infektion auch die
Sezernierung von anderen Zytokinen und Chemokinen beeinflusst.

Unterschiede in der Expression der Immunmodulatoren wurden zwischen den LPS-Phasen-
typen ersichtlich. Im Allgemeinen werden gram-negative Bakterien mit einem glatten LPS im
Vergleich zu Bakterien mit einem rauen LPS vom wirtseigenen Immunsystem kaum erkannt
und weisen somit eine verstarkte Virulenz auf (Jimenez de Bagues et al. 2004). In der vorlie-
genden Untersuchung induzierte Nmll im Gegensatz zum Phase I-Stamm Nml 3 h p. i eine
deutlich geringere Menge an pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen. In
humanen DCs repliziert Nml ohne die Zelle zu aktivieren wohingegen das verkirzte LPS von
Nmll die Reifung der DCs férdert und eine erhdhte Expression von IL-12 und TNF-a induziert
(Shannon et al. 2005b). Humane DC's unterscheiden sich damit von humanen und murinen
Makrophagen, wo keine Unterschiede in der Reaktion gegeniber den Phasentypen nachge-
wiesen werden konnte (Howe et al. 2010, Tujulin et al. 1999). Eine Erklarung fir die Unter-
schiede ist im Detail derzeit noch nicht méglich. Das LPS der Coxiellen spielt in der Induktion
der Immunantwort eine entscheidende Rolle. In der TLR2-abhéngigen Expression von pro-
inflammatorischen Zytokinen wird das Lipid A als ein moglicher Aktivator genannt. Jedoch
unterscheidet sich das LPS von Nml zu Nmll strukturell nicht im Lipid A-Anteil (Zamboni et
al. 2004). Andere Faktoren scheinen somit eine Rolle zu spielen. So ist bekannt, dass die
Intensitat der bakteriellen Adhdrenz an die Zelloberflache die Expression von TNF-a beein-
flusst (Dellacasagrande et al. 2000). Das in den bovinen MDM theoretisch bestimmte Invasi-
onsvermdgen (Tabelle 14) wies erhebliche Unterschiede zwischen beiden Nm Phasenvari-
anten auf. So adharierten Nml-Partikel 1 h p. i. mit einer 70-fach héheren Rate an der Ober-
flache als Nmll. Die damit unterschiedlich intensive Induktion der von den Oberflachenrezep-
toren ausgehenden Signaltransduktion kénnte ein Grund fiir die Expressionsunterschiede
der Immunmodulatoren sein.

Zusammenfassend konnte eine Beeinflussung der Wirtszellreaktion durch die Infektion mit
C. b. in bovinen MDM festgestellt werden, welche sich férderlich auf die Replikation der Bak-
terien auswirkte. Die Inhibierung der Expression von pro- und anti-inflammatorischen Zytoki-
nen sowie Chemokinen wahrend der Replikation, wie auch die gehemmte Freisetzung des
aktiven IL-1B-Proteins verdeutlichen die C. b.-induzierte Immunsuppression. Das Nichtein-
greifen des Immunsystems in das Infektionsgeschehen férdert eine persistente Infektion und
kénnte eine Erklarung fir die hdufig dokumentierte Dauerausscheidung der Bakterien bei
Milchkihen sein.

111



Diskussion

8.6 C. b.-bedingte Immunreaktion der bovinen und humanen MDM

In immunkompetenten Wirten wird die akute Coxiellen-Infektion Uber eine T-Zell-vermittelte
Immunantwort kontrolliert. Dabei ist die Aktivierung der Th1-Zellen essentiell fir die Ein-
dammung der Bakterien durch die Bildung von Granulomen und einer verstarkten Sezernie-
rung von IFN-y (Shannon und Heinzen 2009, Capo und Mege 2012). In bovinen und huma-
nen MDM konnte nach Infektion mit verschiedenen C. b.-Isolaten eine dominierende Expres-
sion von Th1-spezifischen Zytokinen, wie IL-1B, IL-12 und TNF-a, 3 h p. i. nachgewiesen
werden. Diese variierte spezies- und stammspezifisch. In bovinen MDM lag die Intensitat der
transkribierten Immunmodulatoren deutlich héher als in den humanen Zellen (Tabelle 17,
Tabelle 19). Dieser Unterschied beruhte nicht auf der allgemeinen Reaktivitat der Zellen, da
die Stimulation von humanen MDM mit E. coli LPS zu einer deutlich héheren Zytokinexpres-
sion fuhrte als die von bovinen MDM (Tabelle 11). Beim Vergleich der exprimierten Immun-
modulatoren wurden erhebliche Unterschiede zwischen den einzelnen Stdmmen ersichtlich.
Ahnliche Ergebnisse konnten bereits in immunkompetenten Mausen nachgewiesen werden
(Kubes et al. 2006, Russell-Lodrigue et al. 2009). Unterschiede in der Sekretion von Im-
munmodulatoren beeinflussen erheblich den Infektionsverlauf und kénnen somit Auskunft
uber die Virulenz eines Erregers geben. In CB-17 Mausen flhrte die Infektion mit verschie-
denen C. b.-Stdmmen zu einer genotypspezifischen Sekretion von Zytokinen. Dabei erzeug-
ten Stdmme wie Nml, Ohio oder African (RLFP-Gruppe I) eine starke kontinuierliche Indukti-
on der Immunantwort Uber einen langen Zeitraum. Andere Gruppen mit Isolaten wie Priscilla
und Scurry (RLFP-Gruppe IV und V; beide Stamme MLVA-Typ Il) exprimierten nur mafig
Zytokine wahrend der klinisch apparenten Phase (7-14 d p. i.) (Russell-Lodrigue et al. 2009).
Die in bovinen und humanen MDM beobachteten Unterschiede in der Zellreaktion auf ver-
schiedene Isolate wurden deshalb mit Hilfe einer hierarchischen Clusteranalyse auf eine
maogliche Korrelation mit dem C. b.-Genotyp untersucht. In bovinen MDM konnten drei Grup-
pen definiert werden (Abbildung 22). Abhangig von der Zellreaktion grenzten sich zwei
Hauptgruppen mit einer starken (u. a. Nml, H, D, S) und einer schwachen Zytokinexpression
(u. a. Cb 30/14, Cb 71/3) ab. Innerhalb der Gruppe, die zu einer schwachen Wirtszellreaktion
fihrte, nahm der Stamm Cb 30/14 eine Sonderstellung ein. Der ovine Stamm l&ste neben
einer sehr geringen Zellreaktion zusétzlich eine im Vergleich zu den anderen Isolaten und
E. coli LPS erhdhte IFN-y-Transkription aus. IFN-y inhibiert das Wachstum der Coxiellen und
beglnstigt die Freisetzung von TNF-a sowie die Induktion des Zelltods (Turco et al. 1984,
Dellacasagrande et al. 1999). Obwohl eine Korrelation zwischen dem bakteriellen Wachstum
und IFN-y bei anderen Stammen nicht nachgewiesen werden konnte, war die Replikation
von Stamm Cb 30/14 mit einer Replikationsrate von 0,86 auffallend niedrig.

Die Einteilung der C. b.-Stdamme nach Infektion humaner MDM erfolgte in vier Gruppen. Das
caprine Isolat Cb 19/34 unterschied sich deutlich von den anderen Stdmmen (Abbildung 22)
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und induzierte neben einer sehr geringen Th1-spezifischen Immunantwort gleichzeitig eine
stark erhdéhte Expression von MCP-1 (Tabelle 19). Das Chemokin MCP-1 ist flr die Aktivie-
rung von Th2-Zellen verantwortlich. (Chensue et al. 1996). Ein Vergleich mit dem Expressi-
onsprofil nach einer E. coli LPS-Stimulation in humanen MDM macht deutlich, dass Cb 19/34
eine dominierende Th2-spezifische Immunantwort induziert. In anderen Studien mit huma-
nen Makrophagen wurde die Aktivierung der Th2-Antwort mit einer moderaten Replikation
und Persistenz der Erreger in Verbindung gebracht (Benoit et al. 2008b). In der vorliegenden
Studie korrelierte eine Th2-lastige Immunreaktion humaner MDM mit einer im Vergleich zu

den anderen Stammen nur maBigen Replikationsfahigkeit des Stammes Cb 19/34.
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Abbildung 22: Vergleichende Analyse der C. b.- induzierten Reaktion in bovinen und humanen
MDM. Dargestellt sind hierarchische Clusteranalysen der C. b.-Stdmme anhand der induzierten Zyto-
kin- und Chemokin-Expression.

Auch nach Gruppierung der Stdmme gemaf ihrer MLVA-Genotypen zeigte sich eine klare
Korrelation zwischen dem MLVA-Typ und der Immunreaktion, die unabhangig von der Spe-
zies verlief (Tabelle 18). So fuhrte in bovinen und humanen MDM eine Infektion mit dem
MLVA-Typ | (Cb 23/2, Cb 19/34, Cb 30/14, Z3464/92) zu einer schwachen Zytokin- und
Chemokin-Expression. Eine Ausnahme stellte hier lediglich die Expression von IFN-y und
MCP-1 in humanen MDM dar. Stamme des MLVA-Typs Il (S, Z3055/91) induzierten dage-
gen eine milde Zellreaktion in beiden MDM-Kulturen. Eine Infektion mit Stdmmen des MLVA-
Typs Il (D, Cb 71/3, Cb 98/2, Z69/06) flhrte in bovinen MDM zu einer milden bis hohen
Wirtszellreaktion. Im Vergleich zu den anderen Stammen des Genotyps Il induzierte das
Isolat D eine deutlich erhéhte Zytokin- und Chemokin-Expression. CB-17 Mausen, welche
ebenfalls mit dem Stamm D inokuliert wurden, reagierten nur mit einer sehr schwache Im-
munantwort auf die Infektion (Russell-Lodrigue et al. 2009), wobei dieser Unterschied mit
den verschiedenen Isotypen des Stammes D (siehe 8.2) in Verbindung stehen kdnnte. Eine
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Infektion mit Stdmmen des MLVA-Typs Il (D, Cb 71/3, Cb 98/2, Z69/06) flhrte in humanen
MDM zu einer deutlich hdhere Zellreaktion als mit Stammen des MLVA-Typs | sowie Il. So-
wohl in humanen als auch in bovinen MDM wurde ersichtlich, dass der MLVA-Typ IV (Nml,
H) die starkste Wirtszellantwort bei den Makrophagen induzierte. Im Vergleich dazu reagier-
ten lediglich Nmll-infizierte MDM deutlich reduziert, so dass hier die Wirtszellreaktion stérker
vom LPS-Phasentyp als vom Genotyp abzuhangen scheint.

In Ubereinstimmung mit den Beobachtungen in vivo (Russell-Lodrigue et al. 2009) korrelierte
die Reaktion von MDM in vitro mit dem Genotyp der C. b.-Stdmme, welche jedoch unabhan-
gig von der C. b.-Replikation verlief. So zeigten Stdmme des MLVA-Typs Il (D, Z69/06) und
IV (Nm, H) trotz erhéhter Zellreaktion starke Unterschiede in der Wachstumskinetik auf. Dies
spiegelt nicht die Beobachtungen in infizierten CB-17 M&usen wider, wo der Genotyp der
C. b.-Stamme mit der Bakteriendichte in der Milz und der pro-inflammatorischen Immunant-
wort korrelierte (Russell-Lodrigue et al. 2009). Ob die Ursache fir diese Unterschiede in
speziesspezifischen Besonderheiten liegt oder besondere Charakteristika der Interaktion von
C. b. mit Zellen des Monozyten-Makrophagen-Systems im Allgemeinen reflektiert, muss in

weiteren Untersuchungen geklart werden.

8.7 Einfluss verschiedener C. b.-Stamme auf die Expression von Ober-
flachenmarkern der MDM

Die Aktivierung einer T-Zell-vermittelten adaptiven Immunantwort erfolgt Uber die Bindung
des T-Zell-Rezeptors an antigenpréasentierenden Strukturen (MHCI und Il) auf Makrophagen
sowie Uber T-Zell-Oberflachenmolekile (u. a. CD28, CD154) an ko-stimulierende Faktoren
(u. a. CD40, CD80, CD86) oder Adhasionsmolekile (CD54, CD58) (Aimanianda et al. 2009).
PAMPs induzieren bei Makrophagen eine vermehrte Expression dieser Oberflachenmarker.
Intrazelluldre Bakterien, wie Mykobakterien, kdnnen jedoch die Aktivierung ihrer Wirtszelle
inhibieren und somit das Immunsystem umgehen (Davidson et al. 2011, Geijtenbeek et al.
2003). Bei Coxiellen ist bekannt, dass vor allem avirulente Phase II-Stamme die Aktivierung
von humanen DC férdern (Shannon et al. 2005b). Die Expression von immunmodulatori-
schen Oberflachenmarkern wurde in bovinen MDM 24 h p. s. mit E. coli LPS, Nml sowie ei-
nem hitzeinaktivierten Nml Stamm untersucht. Das Oberflachenprotein CD80 wurde in bo-
vinen MDM ausschlieBlich nach Stimulation mit E. coli LPS vermehrt exprimiert. Die Expres-
sion von CD86, MHCI und MHCII blieb trotz Stimulation der Zellen weitgehend unverandert.
Die Stimulation mit E. coli LPS sowie die Inokulation mit Nml und einer hitzeinaktivierten
Suspension von Nml erhéhte jedoch die Expression von CD40 24 h p. s.. Die vermehrte Ex-
pression des Proteins flhrt nach Bindung von CD154 auf T-Zellen u. a. zur Aktivierung der
humoralen Immunantwort und zur Bildung von antikérperproduzierenden B-Plasmazellen

(Elgueta et al. 2009). Der anndhrend gleiche Einfluss von lebenden und inaktiven Nml-
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Partikeln auf die CD40-Proteinmenge zeigt, dass die Expression der Oberflachenmolekiile
eine Folge der bakteriellen Zelladharenz ist und unabhéngig von der Replikation verlauft.

In humanen DCs konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung der Zellen abhangig vom LPS-
Phasentyp ist und nicht durch den Chemotyp von C. b. beeinflusst wird (Shannon et al.
2005b, Shannon et al. 2005a). Nach Infektion von bovinen und humanen MDM mit verschie-
denen C. b.-Stdmmen induzierten nur einzelne Isolate die vermehrte Expression von CD40
und CD80. Ein Bezug zum Genotyp der Stdmme wurde nicht ersichtlich. Jedoch konnte in
bovinen MDM eine Beeinflussung durch den LPS-Phasentyp nachgewiesen werden. Die
Konzentration von CD40 wurde durch die Infektion mit Nmll deutlich reduziert. Dagegen ver-
ursachte der virulente Phase I-Stamm H eine 2,6-fach erhdéhte CD40-Expression. Die in den
humanen DCs beschriebene Spezifitdt von Phase Il zur effizienteren Zellaktivierung konnte
in diesem Zusammenhang bei bovinen MDM nicht festgestellt werden.

Waéhrend einer Coxiellen-Infektion geht die Aktivierung der Oberflachenproteinexpression
nicht von Lipid A aus (Zamboni et al. 2004), sondern von der Bindung von Lipoproteinen o-
der Lipopeptiden an TLR2 (Shannon et al. 2005b). In humanen DC wird die Inhibierung der
Zellreifung nach Infektion mit C. b. mit einer Maskierung des TLR2-Rezeptors durch die Bak-
terien beschrieben (Shannon et al. 2005b). Ob die Inhibierung Uber ein sekretiertes Molekdl
oder bakterielle Oberflachenmolekile verlauft, ist derzeit noch unbekannt. Das Oberfla-
chenmolekil Com 1 induziert bei humanen DCs die Expression von diversen Ko-Faktoren,
wie CD40, CD80 und CD86 (Wang et al. 2011). Ein Vergleich der Com 1-Sequenzen ver-
schiedener C. b.-Stamme ergab Unterschiede auf Nukleotid- und Aminosaureebene. Anhand
der Unterschiede wurden 21 C. b.-Stdmme in 4 Gruppen eingeteilt (Zhang et al. 1997).
Stammspezifische Unterschiede in der Expression von Oberflachenmolekilen waren dem-
nach denkbar, konnten aber in den bovinen und humanen MDM nicht direkt hachgewiesen
werden. Insgesamt wurde eine eindeutige Aktivierung der bovinen und humanen MDM nach
Infektion mit C. b. nicht ersichtlich. Zusammen mit der abfallenden pro-inflammatorischen
Wirtszellreaktion wéhrend der Replikation von C. b. in bovinen MDM, wirde dies die ausblei-
bende Aktvierung des Immunsystems im Wirt untermauern und wére eine Erklarung flr die

Dauerausscheidung der Erreger besonders bei Milchkihen.

8.8 Interaktion zwischen C. b. und bovinen Alveolarmakrophagen

Alveolarmakrophagen stellen die erste Barriere in der friihen Immunantwort dar (Marriott und
Dockrell 2007). Coxiellen werden Uber die Atemwege aufgenommen (Maurin und Raoult
1999) und sind nachweislich in den Alveolarmakrophagen lokalisiert (Khavkin und
Tabibzadeh 1988). Somit spielen diese Zellen eine entscheidende Rolle in der Pathogenese
von Q-Fieber. Bovine Alveolarmakrophagen wiesen eine Affinitdt zu C. b. auf und konnten

mit den Stammen Nml, Nmll sowie H infiziert werden. Die Wachstumsrate veranderte sich
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zwischen den Isolaten nur geringfigig (Abbildung 16). Wahrend die Anzahl der Genomko-
pien bei Nml um eine log-Stufe im Beobachtungszeitraum zunahm, war eine Replikation der
Stamme Nmll und H in den Zellen nicht nachweisbar. Im Vergleich dazu replizierten diese
Stamme in bovinen MDM deutlich effizienter. Auch in humanen Alveolarmakrophagen ver-
mehrte sich C. b. effizienter als in bovinen Alveolarmakrophagen (Graham et al. 2013). Beim
Menschen ist eine C. b.-Primarinfektion gekennzeichnet durch grippeédhnliche Symptome,
die mit der Lokalisation der Coxiellen in der Lunge assoziiert ist (Maurin und Raoult 1999).
Dagegen verlauft die Infektion bei Rindern meist latent mit nur selten auftretenden Sympto-
men, wie Fruchtbarkeitsstérungen oder Aborten (Woldehiwet 2004). Wahrend einer akuten
Infektion im Rind wurde Coxiella-Antigen vermehrt im Euter und in der Plazenta nachgewie-
sen (To et al. 1998, Rodolakis et al. 2007, Bildfell et al. 2000). Die offensichtlich verhaltnis-
maBig schlechte Permissivitdt boviner Alveolarmakrophagen fur die Coxiellenreplikation
kénnte mit der Virulenz von C. b. beim Rind und dem Organtropismus in Verbindung stehen.
Alveolarmakrophagen nehmen Gber 90 % der Immunzellen in der Lunge ein und stellen so-
mit die primaren Zellen in der Produktion von Immunmodulatoren dar (Holt et al. 2008). Bo-
vine Alveolarmakrophagen exprimierten nach einer Infektion mit C. b. eine dominierende
Th1-spezifische Wirtszellantwort (Tabelle 20), welche im Vergleich zu bovinen MDM deutlich
reduziert war. Unterschiede in der Transkription der Zytokine und Chemokine konnten eben-
falls zwischen den Stammen festgestellt werden. So induzierte das Isolat H im Vergleich zu
den anderen Stammen eine stark erhdhte Expression von IL-12, TNF-a sowie iNOS. Diese
Zytokine spielen eine wichtige Rolle in der Beseitigung von intrazellularen Erregern (Feng et
al. 1999, Howe et al. 2002) und kdnnten in einem immunkompetenten Wirt entscheidend auf
den Infektionsverlauf von Stamm H wirken. Dartber hinaus wurde deutlich, dass zwischen
dem virulenten Stamm Nml und dem avirulenten Stamm NmII mit Ausnahme von IL-1 kaum
Unterschiede in der Expression der Zytokine und Chemokine nachweisbar waren. Dagegen
reagierten bovinen MDM deutlich starker auf die Infektion mit Nml als auf Nmll. Weiterhin
beeinflusste die Vitalitdt der Bakterien die Reaktion der bovinen Alveolarmakrophagen. So
induzierte ein inaktiver Nml eine deutlich héhere Transkription Th1-spezifische Zytokine und
INOS als ein aktiver Stamm. In bovinen MDM gab es dagegen kaum einen Unterschied zwi-
schen einem aktiven und inaktiven Nml.

Eine E. coli LPS-Stimulation induzierte eine tendenziell starkere Expression M1-typischer
Oberflachenmarker (CD40, CD80, CD86, MHCI) auf Alveolarmakrophagen als auf bovinen
MDM (Abbildung 3). Dagegen flhrte eine Infektion mit C. b. wie bei bovinen MDM zu keiner
Aktivierung der Zelle. Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle reagierten die Zellen auf Nml|
mit einer Suppression der Expression von CD40, CD80, CD86 sowie MHCII. Eine Aktivie-
rung der Expression von M1-typischen Oberflachenmarkern durch die C. b.-Infektion blieb in
beiden bovinen Makrophagenmodellen als auch in humanen MDM aus. In anderen Studien
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wurde eine C. b.-induzierte atypische M2-Polarisation in humanen MDM beschrieben, die
sich deutlich von einer E. coli LPS-geférderten M1-Polarisation unterschied (Benoit et al.
2008b). Nach einer C. b.-Infektion konnte vor allem eine erhéhte Transkription von M1-
typischen Zytokinen und Chemokinen, wie IL-12 und RANTES, in bovinen MDM und Alveo-
larmakrophagen nachgewiesen werden, wahrend M2-spezifische Mediatoren, wie IL-10 und
TGF-B, kaum induziert wurden. Jedoch wurde besonders bei bovinen MDM deutlich, dass
die vermehrte Expression von M1-typischen Immunmodulatoren nur zu Beginn der Infektion
erfolgte und im weiteren Verlauf signifikant abfiel. Zudem zeigte sich am Beispiel von IL-183,
dass die transkribierte mMRNA von den Zellen nicht in das aktive Protein umgeschrieben wur-
den. Anhand der Expressionsprofile der Oberflachenmarker und der Zytokine bzw. Chemo-
kine nehmen die bovinen Makrophagenkulturen nach der Infektion mit C. b. ahnlich wie hu-
mane MDM einen atypischen M2-Phanotyp an. Die M2-Polarisation der Makrophagen und
die anschlieBende Suppression der adaptiven Immunantwort wird mit der Persistenz der
Coxiellen in Verbindung gebracht (Benoit et al. 2008b). Dies wirde das maBige Wachstum
der Coxiellen in den beiden bovinen Makrophagenkulturen erklaren. Die geringe Replikati-
onsrate in diesen Zellen spiegelt dabei nicht die erhebliche Menge an ausgeschiedenen Er-
regern Uber die Milch, Kot oder Geburtsprodukte wider (Maurin und Raoult 1999), so dass zu
vermuten ist, dass Makrophagen und insbesondere Alveolarmakrophagen nicht die Zielzelle
fur die Replikation der Coxiellen darstellen. Die Makrophagen kdénnten aber eine zentrale
Rolle im Infektionsgeschehen der Coxiellen spielen, indem sie eine Transportfunktion ein-
nehmen und die Bakterien zu dem eigentlichen Zielgewebe, wie Euter oder Plazenta, befor-
dern.

Anhand des Vergleichs zwischen den beiden bovinen Makrophagenkulturen konnte gezeigt
werden, dass Unterschiede zwischen den beiden Systemen bestehen. Besonders bei Alveo-
larmakrophagen beeinflusst die Umgebung des respiratorischen Systems den Phénotyp und
die Funktion der Zellen. Diese Eigenschaft distanziert die Alveolarmakrophagen von anderen
Makrophagenpopulationen (Hussell und Bell 2014). Als In vitro-Zell-System zur Beurteilung
der bakteriellen Replikation und der induzierten Wirtsantwort von C. b. eignen sich bovine
MDM aufgrund der Reproduzierbarkeit der Daten, der Verflgbarkeit der Zellen und der Pré-
parationstechnik besser als Alveolarmakrophagen. Trotz dessen stellen Alveolarmakropha-
gen ein wertvolles Vergleichssystem dar, da die Reaktion der spezialisierten Zellen eher ei-
ner natlrlichen Infektion entspricht als bei MDM.
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8.9 Biomarker und Anwendung des In vitro-Modells

Zusammenfassend konnte in der Arbeit ein bovines In vitro-MDM-Modell etabliert werden, an
welchem die Replikation von C. b. und die induzierte Wirtszellantwort in Rindern beschrieben
werden kann. Anhand des Modells konnten Grundlagen fir die Einschatzung der Virulenz
von C. b.-Stdmmen im Rind gesammelt werden. Als potentieller Biomarker wurde der Geno-
typ der Erreger definiert, welcher mit der Replikationseffizienz der Bakterien sowie der indu-
zierten Wirtszellantwort korreliert. Um daraus einen eindeutigen Biomarker abzuleiten, mis-
sen Versuche mit einer hbheren Anzahl an Stdmmen pro Genotyp sowie Versuchswiederho-
lungen angefertigt werden. Zudem ware die Prifung der Immunantwort und die Ausschei-
dungslast der Bakterien in immunkompetenten Wirten Voraussetzung, um die Interaktion des
Erregers im Wirt zu verstehen und mit dem /n vitro-System vergleichen zu kénnen. Mit die-
sen Grundlagen kénnten unter Verwendung des hier entwickelten In vitro-Modells Rick-
schlusse auf die Virulenz neu auftretender C. b.-Stdmme bzw. ihr Gefédhrdungspotential im
Hinblick auf die Menge der vom tierischen Wirt ausgeschiedenen Erreger und der Ubertra-
gung auf den Menschen gezogen werden.

Mit dem In vitro-Modell waren auch weitere Untersuchungen mdéglich, wie beispielsweise die
Identifizierung von bakteriellen Virulenzfaktoren und deren Eignung als Biomarker oder zur
Charakterisierung von molekularbiologischen Ablaufen wahrend einer C. b.-Infektion in Rin-
dern. So kdnnten bakterielle Oberflachenfaktoren, wie das einzig bekannte Invasin OmpA
oder das immunoreaktive Protein Com 1, auf genetische Variationen zwischen den einzelnen
Stdmmen funktional untersucht und Rickschlisse auf die stammspezifische Invasivitat bzw.
die Wirtsreaktion gezogen werden.

Weiterhin wére ein genaueres Wissen Gber Mechanismen der bakteriellen Wirtsmanipulation
natzlich, welche in den infizierten bovinen MDM beobachtet wurden. Hierzu gehért u. a. die
Charakterisierung der Signalwege die zu einer Suppression der wirtseigenen Transkription
bzw. Translation von Immunmodulatoren flhren. Detailliertere Informationen Gber die Inter-
aktion der Coxiellen mit ihrem Wirt kénnten fiir die Etablierung neuer Wirkstoffe zur Prophy-
laxe (verbesserte Vakzine) oder Behandlung genutzt werden. Das Ziel fir nachfolgende For-
schungen sollte sein, die Ausbreitung der Erreger zu reduzieren, um Ausbriiche und die Ver-

schleppung der Erreger in gesunde Herden zu minimieren.
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9 Schlussfolgerung

Das primare Reservoir fir die Ubertragung des zoonotischen Erregers C. b. auf den Men-
schen sind Schafe, Ziegen und Rinder (Maurin und Raoult 1999). Die Pathogenese von
C. b.-Infektionen in Wiederkduern ist weitgehend unbekannt. Infektionsstudien mit Ziegen
gaben einen ersten Einblick in den Infektionsverlauf. (Roest et al. 2012). Um neue Erkennt-
nisse im Infektionszyklus der Erreger in Wiederkauern zu gewinnen, wurde in der vorliegen-
den Arbeit ein In vitro-System flir die Untersuchung der Wechselwirkung zwischen C. b. und
bovinen MDM etabliert. Es konnte erstmals gezeigt werden, dass sowohl bovine MDM als
auch bovine Alveolarmakrophagen mit C. b. infizierbar sind und eine aktive Replikation in
den Zellen stattfinden kann. Die Infektion flhrte in beiden Zelltypen zu einer friihen Stimula-
tion (3 h p. i) mit einer erhéhten Transkription von pro-inflammatorischen Zytokinen. Dies
bestatigte die Beobachtungen in murinen Makrophagen, wo ebenfalls eine friihe Aktivierung
der pro-inflammatorischen Zytokinantwort nachgewiesen werden konnte (Tujulin et al. 1999).
Wahrend der Infektion in den bovinen MDM nahm die C. b.-induzierte Wirtsantwort unab-
héngig von der bakteriellen Replikation kontinuierlich ab. Eine immunsuppressive Wirkung
der Bakterien konnte durch die Inhibierung der Translation sowie der Sekretion des pro-
inflammatorischen Proteins IL-1B belegt werden. Durch die Unterdriickung der Wirtszellant-
wort kénnen die Bakterien ungehindert in den Makrophagen verweilen und sich replizieren.
Die aktive Replikation von C. b. in bovinen Makrophagen bestétigt zudem den Tropismus der
Erreger zu den Zellen. Jedoch steht die geringe Wachstumsrate in MDM in keiner Relation
zu den hohen C. b.-Konzentrationen in Ausscheidungsprodukten [10° Bakterien/g Gewebe
(Langley 1990)] von Wiederkauern. Daraus lasst sich schlieBen, dass Makrophagen im In-
fektionszyklus von C. b. in Wiederkduern als Vektoren fir den Transport oder zur Persistenz
der Erreger dienen kdnnten.

Das etablierte In vitro-Modell wurde fir die ldentifizierung von Biomarkern genutzt, welche
die Virulenz von C. b. im Rind definieren sollten. Hierfir wurden bovine MDM mit 13 hetero-
gene C. b.-Stdmmen inokuliert. Diese variierten in ihren genetischen und morphologischen
Eigenschaften (MLVA-, Plasmid-, Phasentyp). Eine mdgliche Speziesspezifitat wurde zusatz-
lich an humanen MDM Uberprift. Die Replikation von C. b. in MDM war stamm- und spe-
ziespezifisch. C. b. replizierte in humanen MDM deutlich effizienter als in bovinen MDM. Un-
abhangig von der Spezies korrelierte die Replikation der Stdmme mit dem Genotyp und nicht
mit dem LPS-Phasentyp oder der Herkunft der Isolate. Stamme der MLVA-Gruppe IV ver-
mehrten sich in bovinen und humanen MDM besonders effizient. Dagegen replizierten Isola-
ten der MLVA-Gruppe Ill am schwéachsten. Diese Ergebnisse bestétigten die Beobachtungen
im Nagetiermodell (Russell-Lodrigue et al. 2009).
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In Ubereinstimmung mit der bereits beschriebenen genetischen Diversitét der Bakterien (Be-
are et al. 2006) wird damit deutlich, dass die Virulenz von C. b. eher von den genetischen
Eigenschaften des Stammes abhangt, als von der Wirtsspezies aus der das Zellmodell abge-
leitet wurde.

Die durch die C. b.-Infektion ausgeléste Wirtsreaktion unterschied sich in der Intensitat der
transkribierten Zytokine bzw. Chemokine stamm- und speziesspezifisch. Die dominierende
mRNA-Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen innerhalb der ersten 3 h p. i. korre-
lierte mit den Genotypen der Stdmme. Isolate mit einem MLVA-Typ IV flhrten zu einer sehr
starken Wirtszellreaktion. Dagegen reagierten MDM auf Stamme der MLVA-Gruppe | mit
einer sehr schwachen Antwort. Ein Zusammenhang zwischen der Replikation und der indu-
zierten Wirtsantwort bestand nicht. Die Expression von Aktivierungsmarkern auf Makropha-
gen wurde durch die Infektion mit den verschiedenen C. b.-Stdmmen nicht erheblich veran-
dert. Die bovinen Makrophagen polarisierten in Folge der bakteriellen Stimulation zu einem
atypischen M2-Typ, wie es bereits bei humanen MDM beschrieben (Benoit et al. 2008b) und
in dieser Arbeit bestatigt wurde.

Als Resultat dieser Arbeit wurde ein /n vitro-System mit bovinen MDM etabliert, an dem die
Interaktion von C. b. mit einem tierischen Reservoir untersucht werden kann. Aus den vorlie-
genden Ergebnissen wurde ersichtlich, dass die bakterielle Replikation und die induzierte
Wirtszellantwort durch den Genotypen von C. b. entscheidend beeinflusst wird. Die
Wirtsspezies spielte dagegen nur eine untergeordnete Rolle. Der Genotyp stellt somit einen
potentiellen Biomarker fir die Wirt-Pathogen-Interaktion zwischen C. b. und Wiederkauern

dar.
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Anhang

Zeit

Tabelle 23: C. b-spezifische Zytokin- und Chemokin-Expression nach einer Infektion in bovinen MDM. Dargestellt sind + SD aus 3 unabhangigen
C.b

Versuchen (Erganzung zu Tabelle 16).
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