Charakterisierung zellautonomer Selbstverteidigung
und pathogenvermittelter Gegenwehr in Coxiella burnetii-infizierten

dendritischen Zellen und natirlichen Killerzellen

Inauguraldissertation

zur
Erlangung des akademischen Grades eines
Doktors der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)
der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultéat

der

Universitat Greifswald

vorgelegt von
Svea Matthiesen

Greifswald, 18.01.2021



Dekan:

Erster Gutachter:
Zweiter Gutachter:
Dritter Gutachter:

Tag der Promotion:

Prof. Dr. Gerald Kerth

PD Dr. Michael R. Knittler
Prof. Dr. Jurgen Rodel
Prof. Dr. Oliver Daumke
17.05.2021



» For mien Ollers «



» Es macht die Wiste schon «, sagte der kleine Prinz,
» dass sie irgendwo einen Brunnen birgt. «

(Der kleine Prinz, Antoine de Saint-Exupéry)



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
ZUSAMMENTASSUNG . e e 1o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e anas 1
YU 0] 1= PP PPPRPTIN 3
ADKUIZUNGSVEIZEICNNIS  ..oeeiii et e e e e ettt e e e e e e e e e e et e e e e e e eeeraenannas 5
R 1= (U ] o o PP PP PPPPPP 8
I I @0 ) 1= | = T o 10 1 1= 8
1.1.1 Taxonomie und KrankheitShild ...............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 8
1.1.2 BiphasiSCher LEDENSZYKIUS .........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e eeeseennnnnne 10
1.1.3 Virulenzfaktoren und Wirts-Pathogen-Interaktionen...................eeveeemiiiimiiiiniiiiiiiiiieeiieeeennes 12
2 B F= o 1 00 E3 ] (=] PP 14
1.2.1 Das angeborene IMMUNSYSTEIM ... ...uuuuuutiiiitiiitiieiiieeieaeeaeeeee bbb bbesneeensneeneeeennnnnne 15
1.2.2 Das adaptive IMIMUNSYSTEIM ... ..uuuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiaeaeeeeeeebeeb bbb aeeeeeeseeseeeeeseeennesnnsnnnnes 16
1.2.3 Die Rolle dendritischer Zellen im IMMUNSYSEM ........ccooiiiiiiiiiii e 17
1.2.4 Die Mechanismen der MHC I-Antigenprasentation ....................eeeeeeeeeeeemmiiiiiiinieineeeennennenns 19
1.2.5 Die Funktion von NK-Zellen im IMMUNSYSTEIM ..........uuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiniieeeeeeeeeeeeneeees 20
1.2.6 Immunzellfunktionen und -metabolismus unter HYpOXi€ .......cccoeeeeriiiiiiiiiiiie e, 22
1.2.7 Die Immunbiologie einer C. burnetii-INfEKLON ...............uuiuiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeaees 23
1.3 Zellautonome Abwehrmechanismen des IMMUNSYSIEMS ........covvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 26
1.3.1 Die Funktionen des GTPasSe-SYSIEMS..........ccuuiiiiiiii e 27
1.3.2 Die Funktionen des NOX2/ROS-SYSIEMS ........uuuuuuuuummuminiinnniiiniiinninnennnnnnnnennenennrenneeeees 28
1.3.3 Die Funktionen des INOS/NO-SYSEIMS .........uuuuuuuuiuiiiiiniiiiniiiiniiaeesieaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeaenee 28
1.4 Zielsetzung der ArDEIL ..o e 30
B | = 1 =4 - 1 32
2.1 BiOlOQISCNES  IMALETIAI ... ...uiiiiiiiiiiiiieie et 32
2.1.1 BaKIEMHENSIAIMIME ... 32
2.1.2 Zellen UNd ZEIINIEN ...t s e e e e e e e ettt e s e e e e e e eeaaataasaaeaaeeennnes 32
2.2 Medien UNd MEUIENZUSALZE .......ccooeiiiiiiiei et e e e e et e e e e e e e e eraaa e eaees 32
2.3 Chemikalien und REAGENZIEN ......cooiiiiiiiii e e e e ee et e e 33
BN 111 0 01 ST 34
2.4 1 PrIMEIANTKOIPET ..o 34
2.4.2 SEKUNAAIANTIKOIEN ... ettt e e e ettt a e e e e e e e e eattn e e e e e eeeeeensann e e aeeaaeeennnes 35
2.4.3 Neutralisierende ANtIKOTPET .......oooi i 36
2.5 Inhibitoren, Induktoren und FIUOrOPROre ........oovvveiiiiii e 36
A ST =To [U1=T 0= o [T PP TR UPPPRTRRPPIN 37
AT A o ] 4[] £T= o [N T=T =Y USSP 37
2.6.2 SIRNA SEOUENZEN ....vuuii e e ettt e e ettt e e e e e e e e et ettt a e e e eaaeeeas st et aeeaaesessstsnaaaaaaaeesnnnes 37



Inhaltsverzeichnis

2.6.2 CRISPR/CAS SEUUENZEN ....covtitiiii et e eeeeeettee e e e e e e e ettt e e s e e e e e e e e ettt a s e e eaaeeeaastaaaaaaeaaeeennnes 38

22 A 1 38
B = I €] =LYV =T o 38
B2 B F= S 1= 1 =T o 38
P OV o] = TN ol g1 4 g F= U= | 39
P N R €T - L L PP PP USUPRTRRPPIN 39
2.12 WisSensChaftliChe = SOMIWEAIE ...........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiie bbb bessasaeeeeesnnnes 40
G /1 1 T o = o 41
3.1 ZellKURRUrMETNOAEN ... e e e e s e e e e e e e e et eeeea e 41
3.1.1 AUFLAUEN VON ZEIIEN ... 41
3.1.2 KUItiVIErUNG VON ZEIEN ... . e e et e e e e e e e e e e et a e e e eaaeeeanne 41
3.1.3 Passagieren VON ZElBN ... 42
3.1.4 KryoKonservierung VON ZEIIEN ... ...ttt e e e e e aat e e e e e e e e eennes 43
3.1.5 Kontrolle der Zellen auf Mykoplasmenkontamination.................cuiiieeiieeeeiiiiiiiiiien e 43
3.1.6 Arbeiten UNEr HYPOXIE .....ccoe i 44
I g =T 1 (= T 0L O o 0T 1= 46
3.2.1 Herstellung eines C. bUurnetii-StOCKS...........uuiiiiiii e e e 46
3.2.2 Titerbestimmung eines C. BUrNeti-StOCKS ..........cooooiiiiiieie 47
3.2.2.1 Titerbestimmung eines C. burnetii-Stocks mittels Real Time-PCR...............ccovvvvvnnnnn. 48
3.2.2.2 Titerbestimmung eines C. burnetii-Stocks mittels Durchflusszytometrie .................... 49
3.2.3 INFEKLION VON ZEIIEN ... e e ettt e e e e e e e e e eaaataa e e e eaeeeeannes 50
3.2.4 REINTEKIIONSASSAY ...vvvuuiiieeeiiiiiiie et e e e ettt e e e e e e e e e ettt ea e e e eeeeeees s ta e s aeeaaessssstaaasaeeaesessnnes 51
3.2.5 NEULTAlISAtIONSASSAY ... eeeeiieiiiiiiei e e e e e ettt ee e e e e e e e e e ettt a e e e eeeeesestta e e aeeaeeesssstnnnaaaeeaeeessnnes 51
3.3 ZellbiologiSChe  MENOTEN ........uiiiiiiiiiiiiiii et enneneees 52
3.3.1 ImmuNfluoreszenzmikroSKOPIE .......ccoc i i e e e e e e e e eanees 52
3.3.2 TransmissionselektronenmikroSKOPIE. ........uuiii i e 53
3.3.3 DUIChfIUSSZYIOMELIIE ... 54
3.3.4 Untersuchung des Einflusses von FC-REZePtOren .........ccovveeeiiiiiiiiiiiai e 56
3.3.5 Messung der AULOPNAGOSOMEN........iiiiiieiiiiiee e et e e e e ettt a s e e e e e e eeeaeen e e e e eaaaeeeeenes 56
3.3.6 Untersuchung des mitochondrialen Membranpotentials ( gxY ....oooevvveeeeeiieeeeeeeeeeeeeeeeee, 57
3.3.7 Bestimmung des Anteils reaktiver SauerstoffSPezIies ..........coovveiuiiiiiii e 57
3.3.8 LiVE Cell IMAGING...ceetnniieeeeeeeeeiie ettt e e e e e e e ettt e e e e e aeeeeeaetan e e e eeaaeeennnes 58
3.4 Proteinb iochemische MethOUEN ...........iiiiiiiiii e 59
3.4.1 Herstellung von ZelllySAten ......... oo e e e e e e eeeees 59
3.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)..........cccciiii 61

3. 4.3 WeESIEIN-BIOt-ANGIYSE..... ot e e e et e e e e e e et aaaaaaarae 62



Inhaltsverzeichnis

R A V1 (o] (1 T - YU 63
3.4.5 Identifizierung von MHC-gebundenen Peptiden mittels nLC-MALDI-TOF/TOF
MASSENSPEKITOMEIIIE ...ttt 63
.46 GlIESS-ASSAY ... cciiieiiiiii et et e ettt ea et e e e e et ettt e e e e e e e et et e e e eeaeeea— e eeaaeeeatt i aaaaaaeerarne, 65
4.7 L-LaKEAt-ASSAY ....eeevriuuiiiie e e et ettt e e e e e e ettt a e e e e e e et e et et eeeeae e e e ettt aeeaaeeeatt i aaaaaaeerarnes 66
3.4.8 IFN-2 und TGF-b-ZYtOKIN-ELISA ..o 66
3.4.9 Nachweis VON GranzZyM-B ...........oiiiii i e et e e e e e eanees 67
3.5 Molekularbiologische  MetNOUEN ..........uiiiiiiii e 67
3.5 L RNA-ISOIALION ... 67
3.5.2 ReVerse TranSKIPON ......coooiiiiii e et e e e e e e e ettt e e e e aeeeeanees 68
3.5.3 Semiquantitative PCR ... et e e e e e e e aanae 69
3.5.4 REAITIME-PCR ... 69
3.5.5 siRNA-vermittelter KNOCK 0OWN............ooiiiiiiiiiii s 70
3.5.6 CRISPR/Cas9-vermittelter KNOCK OUL ..............ouviiiiiiiiiiiiiiiieec e 71
3.6 StAtISTISCNE ANAIYSE ... 72
O (o= o] ] (1T PRSPPI 73
4.1 Charakterisierung der C. burnetii-Infektion von DCS..........cccoovviiiiiiiiieicceiceee e, 73
4.2 Untersuchung der MHC I-Antigenprasentation C. burnetii-infizierter DCS..........ccccccvvvveeee.. 79
4.3 Immunsubversion C. burnetii-INfIZierter DCS ...........ouiiiiiiiiiiieiiiee e 80
4.3.1 TGF-b-vermittelte MHC I-Suppression C. burnetii-infizierter DCs..........cccoeeeeviiiiiiieiiiinnnnn. 80
4.3.2 Induktion des TGF-b-aktivierenden UVb8-Integrins in infizierten DCS............cccceveuennnee.. 82
4.4 Aufhebung TGF-b-vermittelter MHC I-Suppression C. burnetii-infizierter DCs..................... 84
4.4.1 Interferon-vermittelte MHC I-Induktion infizierter DCS............cooiiiiiiiiiiiiiiceeeeeieeeeee 84
4.4.2 IFN-o-Einfluss auf Antigenpréasentation und UVb8-Integrin-Expression infizierter DCs ..... 85
4.4.3 IFN-2-Einfluss auf Etablierung und Infektiositat von C. burnetii in DCS............ccooveeivinnnnn.. 88

4.4.4 Einflussnahme von Ph I- und II-LPS bei MHC I-Suppression C. burnetii-infizierter DCs... 90

4.5 IFN-2-regulierte Abwehr C. burnetii-infizierter DCS..........coovvviiiiiiiiiiiiiiiiieee 92
4.5.1 Beteiligung von NOX2/ROS bei der anti-C. burnetii Abwehr infizierter DCs...........c.......... 93
4.5.2 Rolle des INOS/NO-Systems wahrend der C. burnetii-Infektion in DCs............cccveieeeen. 94
4.5.2.1 Charakterisierung des iNOS/NO-Systems in C. burnetii-infizierten DCsS..............ccccuee... 95
4.5.2.2 INOS/NO-vermittelte Selbstverteidigung C. burnetii-infizierter DCS ............cccovveeivennnnn. 100
4.5.2.3 Charakterisierung von iNOS/NO wahrend der C. burnetii-Infektion primérer DCs........ 103

4.5.2.4 Auswirkung reduzierter/fehlender iNOS-Induktion auf die C. burnetii-Infektion von DCs



Inhaltsverzeichnis

4.5.3 Rolle des bakteriellen DotA bei der C. burnetii-Infektion in DCS ..........ccccvvvivieiiiiiiinnnn, 120
4.5.4 Bedeutung von iNOS/NO wahrend der C. burnetii-Infektion in Makrophagen................. 124
4.6 Bedeutung von iNOS/NO fir die anti-C. burnetii Abwehr hypoxischer DCs.............cc........ 129
4.7 Funktionelle Aufgabe von NK-Zellen in der anti-C. burnetii Abwehr............cccooooeviiiiiinnnnnnn. 138
4.7.1 Charakterisierung der C. burnetii-Wirtszell-Interaktion infizierter NK-Zellen.................... 139
4.7.2 Funktionale Reifung und Aktivierung C. burnetii-infizierter NK-Zellen............cccccccveee. 143

4.7.3 Freisetzung infektidser Bakterienstrukturen durch Degranulierung infizierter NK-Zellen. 145

4.7.4 Resistenz von C. burnetii gegentber der zellularen Abwehr infizierter NK-Zellen........... 148
4.7.5 Charakterisierung der anti-C. burnetii Abwehr in primaren NK-Zellen.............ccccccceeeee. 153
5. DISKUSSION .ttt ettt e ettt e e e e e e r et et e e e e e e e e e e e e e e 158
5.1 Mechanismen der Immunsubversion C. burnetii-infizierter DCS ...........cccccveeeiiiiiiiiiieeneen. 158
5.2 Aktivierung zellularer Selbstverteidigung C. burnetii-infizierter DCs............ooooveeeeeeieeeeenn. 161

5.3 Bakterielle Gegenstrategien und hypoxischer Einfluss auf die zellulare Selbstverteidigung C.

UMM ETI-INTIZIEITET DCS.. i a e e e 167
5.4 Funktion von NK-Zellen in der anti-C. burnetii Abwehr ... 171
5.5 Ubersichtsmodell zur funktionalen Kooperation von DCs und NK-Zellen in der friihen Abwehr
1Yo o X O o101 = PP PPPPPPPPP 175
5.6 Ausblick fur weiterfihrende Untersuchungen ... 176
LIteraturverzeiChnis ... 178
AbDIlAUNGSVEIZEICNNIS oo e e e e e e e e e e e e rr s 207
TabelleNVerZEICRNIS ... e et e e e e e e e e et aaaaaaaaae 210
Publikationen und KongreSShEItrAgE .........oouiuiiiiiiiiiiieiie e 212



Zusammenfassung

Zusammenfassu ng

Der Erreger des Q-Fiebers ist C. burnetii, ein zoonotisches intrazellulares Bakterium. Die
Gram-negativen Coxiellen kommen in zwei verschiedenen antigenen Lipopolysaccharid (LPS)-
Formen vor: als virulente Ph I-LPS- und/oder avirulente Ph 1I-LPS-Bakterien. C. burnetii wird durch
Kontakt mit infizierten Tieren sowie infektibsen Stauben Ubertragen. Akute fiebrige Infektionen
kénnen beim Menschen im weiteren Verlauf eine Pneumonie oder Hepatitis auslosen. Zu einem
geringen Prozentsatz entstehen chronische Infektionen mit persistierenden Coxiellen.
Eine C. burnetii-Infektion bewirkt sowohl eine humorale als auch zellulare Immunantwort.
Neben Monozyten und Makrophagen dienen auch dendritische Zellen (DCs) den Coxiellen als
geeignete Wirtszellen. DCs gehdren zu den Immunzellen der first-line-of-defense des angeborenen
Immunsystems und treten wahrend einer Coxiellen-Infektion ebenso wie die mit ihnen
kooperierenden natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) frih mit dem aufgenommenen bakteriellen
Pathogen in Kontakt. Durch Antigenprasentation infizierter DCs wird die fir die anti-Coxiellen
Abwehr maf3gebliche T-Zell-immunitat initialisiert und die nachgeschaltete Immunantwort funktional
ausgerichtet.

Trotz dieser zentralen Immunfunktion sind die zellularen Vorgénge von DCs wahrend einer
C. burnetii-Infektion, insbesondere mit Blick auf die zellulare Selbstverteidigung gegentber den
vermutlich initial auftretenden Ph II-LPS-Varianten, nicht ausreichend verstanden. Zudem ist bisher
nicht hinreichend geklart, welchen Einfluss FN-o ,das von aktivierten NK-Zellen produziert wird,
sowie die Sauerstoffumgebung auf die zellulare Abwehr infizierter APCs nimmt.

Das Forschungsziel dieser Promotionsarbeit war es daher, einen detaillierten Einblick in die
Prozesse der Coxiellen-Infektionen von DCs und NK-Zellen zu erhalten und hierbei insbesondere
die IFN-o-Wirkung auf die DC-Pathogen-Wechselwirkung sowohl unter norm- als auch hypoxischen
Bedingungen zu untersuchen.

Die im ersten Teil der Promotionsarbeit durchgefiihrten zellbiologischen, immunologischen und
proteinbiochemischen Analysen im murinen Zellsystem belegen eine pathogenausgeloste
Subversion der funktionalen Aktivierung/Induktion der MHC [-Antigenprasentation Coxiellen-
infizierter DCs. Die infektionsbedingte Beeintrachtigung der MHC-Antigenprasentation infizierter
DCs lasst sich in direkter Weise auf einen autokrinen Suppressionseffekt des U V blBtegrin-
aktivierten TGF-b und nicht auf die subversive Wirkung von Coxiellen-LPS als Virulenzfaktor
zurdckfihren. Untersuchungen im Zusammenhang mit IFN-0 zeigen, dass dieses Zytokin in
infizierten DCs eine Wiederherstellung der MHC I-Induktion und -Oberflachenexpression bewirkt,
welche mit einer funktionalen Prozessierung und MHC-Prasentation pathogener Peptidantigene
verbunden ist. Weitere Studien belegen zudem, dass IFN-2-behandelte DCs in der Lage sind, die
Etablierung/Vermehrung intrazellularer Coxiellen negativ zu beeinflussen. Die durchgefiihrten
SsiRNA- und CRISPR/Cas9-Experimente zeigen, dass die zellulare Selbstverteidigung infizierter DCs
mafdgeblich durch das IFN-o-induzierbare INOS/NO-System vermittelt wird. Als reaktives
Stickstoffradikal scheint Stickstoffmonoxid (NO) sowohl Komponenten der bakteriellen
Elektronentransportkette als auch die autophagische Ausbildung und Integritéat parasitophorer
Vakuolen zu beeintrachtigen. Parallel hierzu schitzen sich infizierte DCs tber einen metabolischen
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Wechsel zur aeroben Glykolyse vor mitotoxischer NO-Wirkung und sichern so wéhrend der
intrazellularen Coxiellen-Eliminierung ihr eigenes Uberleben.

Weitere Untersuchungen dieser Arbeit belegen zudem, dass auch C. burnetii zu einer
entsprechenden Gegenwehr fahig ist. Um der NO-vermittelten Abwehr infizierter DCs
entgegenzuwirken, induzieren Coxiellen zur Minderung antibakterieller Radikal-Effekte ihre
Cytochrom bd-, Katalase- und SOD-Expression. Infektionsstudien mit T4SS-defekten Coxiellen
weisen ferner darauf hin, dass das bakterielle Sekretionssystem vermutlich eine wichtige Rolle bei
der Wirksamkeit der NO-vermittelten Abwehr infizierter DCs spielt, da sich Coxiellen ohne intaktes
T4SS offensichtlich dem negativen NO-Einfluss entziehen und/oder keine entsprechenden
Angriffsziele fir NO bieten. Studien C. burnetii-infizierter Makrophagen bestatigen, dass das
INOS/NO-System eine essenzielle antibakterielle Selbstverteidigung von APCs darstellt. So zeigen
auch Makrophagen eine deutliche Beeintrachtigung intrazellularer Coxiellen-Vermehrung unter
iINOS-vermittelter NO-Synthese. Die im weiteren Verlauf der Arbeit untersuchten norm- und
hypoxischen Infektionsmodelle infizierter DCs lassen vermuten, dass hypoxische
Kulturbedingungen die Coxiellen dazu veranlassen, ein sporenahnliches Stadium ohne produktive
Vakuolenbildung auszubilden. Diese hypoxische Uberlebensform intrazellularer Coxiellen zeichnet
sich durch IFN-2-Resistenz, eine durch modifizierte Genexpression optimierte Sauerstoffverwertung
und Radikalentgiftung sowie die Erhaltung ihrer Infektiositat aus. Dies deutet darauf hin, dass
Hypoxie den intrazellularen Coxiellen weitere Moglichkeiten zur effizienten Immunevasion eréffnet,
die einen unentdeckten Bakterienverbleib innerhalb infizierter Wirtszellen beglinstigt und so
vermutlich chronische C. burnetii-Infektionen férdert.

Fur die Synthese und Freisetzung des APC-stimulierenden IFN-2 sind im Zuge angeborener
Immunitat vor allem die mit DCs kooperierenden NK-Zellen verantwortlich. Die im zweiten Teil dieser
Promotionsarbeit durchgefiihrten Studien zur Charakterisierung der Interaktion zwischen NK-Zellen
und Coxiellen belegen, dass NK-Zellen von C. burnetii infiziert werden, sie jedoch die Etablierung
und Replikation internalisierter Bakterien durch Ausschleusung in die extrazellulare Umgebung
unterbinden. Dieser Prozess geht mit einer funktionalen NK-Zell-Aktivierung einher, welche durch
Phospho-Aktivierung der PKC @ sowie IFN-o- und Granzym B-Ausschiittung charakterisiert ist.
Verschiedene mikroskopische Analysen zeigen zudem, dass die intrazellularen bakteriellen
Strukturen in unmittelbarem Kontakt mit den sekretorischen Granula stehen und die Coxiellen-
Freisetzung Uber Degranulierung infizierter NK-Zellen erfolgt. Der Abtétung innerhalb der
sekretorischen Granula infizierter NK-Zellen scheint sich C. burnetii durch seine S&ure- und
Protease-Resistenz zu entziehen. Freigesetzte Coxiellen erhalten nach Degranulierung gréf3tenteils
ihre Integritdt und F&higkeit zur Infektion benachbarter Wirtszellen. Obschon Coxiellen der
Eliminierung durch die sekretorischen Granula entgehen und dies eine kritische Achillesferse der
angeborenen Immunantwort darstellt, verbleibt Uber das gleichzeitig ausgeschiittete IFN-2 infizierter
NK-Zellen ein positiver Effekt auf die antibakterielle APC-Aktivitat.

In ihrer Gesamtbetrachtung tragen die erzielten Ergebnisse dieser Promotionsarbeit zu einem
besseren und tieferen Verstandnis der C. burnetii-Infektion von DCs und NK-Zellen bei und geben
neue Einsichten in die zellulare Selbstverteidigung sowie die IFN-o-basierte Immunkooperation
innerhalb der friihen Phase der anti-Coxiellen Abwehr. Im weiteren Infektionsverlauf kdnnen jedoch
diese immunologischen Prozesse durch auftretende Hypoxie vermutlich eingeschrankt und die
Eliminierung intrazellularer Coxiellen erschwert sein.
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Summary

The causative agent of Q fever is the zoonotic intracellular bacterium Coxiella burnetii.
C. burnetii is gram-negative and occurs in two different antigenic forms that differ in the structure of
their lipopolysaccharide (LPS): a virulent Ph | LPS form, and an avirulent Ph Il LPS form.
Transmission to humans occurs through contact with infected animals or contaminated particulates,
and causes an acute febrile infection that may progress to pneumonia or hepatitis. A small
percentage of cases develop into chronic infections with bacterial persistence.

C. burnetii infection induces both a humoral and cellular immune response. In addition to
monocytes and macrophages, dendritic cells (DCs) serve as suitable host cells for infection.
DCs belong to the first-line-of-defense of the innate immune system and make early contact with
C. burnetii during infection, as do the natural killer (NK) cells that functionally cooperate with them.
Antigen presentation by infected DCs also initiates the development of T cell immunity, which is
critical for defense against C. burnetii, and functionally directs downstream immune responses.

Despite this central role in immune function, the cellular processes taking place in DCs during
C. burnetii infection, especially regarding cellular self-defense against Ph Il LPS variants, are not
sufficiently understood. This also holds true for the influence of NK cell produced IFN-2 and the role
of the oxygen environment on cellular defense in infected APCs.

Therefore, the goal of this thesis was to gain detailed insight into the cellular processes
associated with C. burnetii infection of DCs and NK cells, explicitly investigating the effect of IFN-2
on DC-pathogen interaction under both norm- and hypoxic conditions.

In the first part of the Ph.D. thesis, cell biological, immunological, and protein biochemical
analyses in the murine cell system demonstrated pathogen-triggered subversion of functional
activation/induction of MHC | antigen presentation in C. burnetii-infected DCs. This infection-induced
impairment of MHC antigen presentation was directly attributed to autocrine suppression by
UVvb8-integrin-activated TGF-b, and not to the subversive impact of C. burnetii LPS as a virulence
factor. Further experiments also showed that IFN-2 restores MHC | induction and surface expression
in infected DCs, ensuring the functional processing and MHC presentation of pathogen-derived
peptide antigens. Moreover, IFN-o-treatment of DCs affected the establishment/multiplication of
intracellular C. burnetii, and additional sSiRNA and CRISPR/Cas9 experiments found that cellular self-
defense in infected DCs is mediated to a significant extent by the IFN-2-inducible iINOS/NO system.
As a reactive radical species, nitric oxide (NO) appears to affect components of the bacterial electron
transport chain, as well as autophagic compartment formation and the integrity of parasitophorous
vacuoles. In parallel, infected DCs protected themselves from the mitotoxic effects of NO through a
metabolic switch to aerobic glycolysis, thus ensuring their survival during intracellular C. burnetii
elimination. Macrophages also showed a marked impairment of intracellular C. burnetii proliferation
under conditions of INOS-mediated NO synthesis, further confirming that the INOS/NO system plays
a central role in anti-bacterial self-defense in APCs.

Further studies in this work, however, demonstrate that C. burnetii is also capable of a
counter-defense. To counteract the NO-mediated defense mounted by infected DCs, C. burnetii
upregulates its cytochrome bd, catalase, and SOD expression to mitigate the anti-bacterial effects
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of NO production. Infection studies with C. burnetii lacking a functional Type IV secretion system
(T4SS), further indicated that this system probably plays a critical role in the efficacy of the NO-
mediated defense of infected DCs. Specifically, bacteria without an intact T4SS apparently evade
the negative effects of NO and/or do not present the appropriate targets for anti-bacterial activity of
NO. Further, experiments in norm- and hypoxic infection models of DC infection suggest that hypoxic
culture conditions induce C. burnetii to form spore-like particles without productive vacuole formation.
This survival form of intracellular C. burnetii is characterized by IFN-2 resistance, enhanced oxygen-
binding and radical detoxification due to modified gene expression, as well as the retention of
infectivity. This suggests that hypoxia provides intracellular C. burnetii with additional opportunities
for efficient immune evasion, favoring undetected bacterial presence within infected host cells, and
thus presumably promoting chronic C. burnetii infections.

NK cells cooperating with DCs are primarily responsible for the synthesis and release of APC-
stimulating IFN-2 as part of the innate immune response. Therefore, studies performed in the second
part of this thesis characterized the interaction between NK cells and C. burnetii. These experiments
demonstrated that also NK cells are infected by C. burnetii. However, these infected NK cells prevent
the establishment and replication of internalized bacteria by expelling them into the extracellular
environment. This process is accompanied by functional NK cell activation, characterized by
phospho-activation of PKC # as well as IFN-2 and granzyme B release. Various microscopic
analyses also show that intracellular bacterial structures colocalize with secretory granules and that
C. burnetii release occurs via degranulation of the infected NK cells. However, killing within the
secretory granules of infected NK cells appears to be evaded by C. burnetii due to its acid and
protease resistance. Thus, released C. burnetii largely maintains its integrity and ability to infect
neighboring host cells after degranulation. Nonetheless, although C. burnetii escapes elimination by
secretory granules, representing a critical Achilles heel of the innate immune response, the release
of IFN-2 by infected NK cells still has a positive effect on the anti-bacterial activity of APCs.

Taken together, the results presented in this Ph.D. thesis contribute to a better and more in-
depth understanding of C. burnetii infection in both DCs and NK cells and provide new insights into
the contributions of cellular self-defense and IFN-o-based immune cooperation during the early
phase of anti-C. burnetii defense. At the same time, however, our work also suggests that as the
infection progresses these immunological processes may be impaired by hypoxia, and thus the
elimination of intracellular C. burnetii may be hindered.



Abkiirzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

ADCC antibody-dependent cellular cytotoxicity
antikdrperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat
APC antigen-presenting cell,
antigenprasentierende Zelle
BSA bovines Serumalbumin, Fraktion V
C. Chlamydia
C. Coxiella
Cas9 CRISPR-associated protein 9
ccv Coxiella-containing vacuole, Coxiella-haltige Vakuole
cDC conventional DC, konventioenlle DC
cDNA complementary DNA, komplementare DNA
cGC cyclic guanylate cyclase, zyklisches Guanosinmonophosphat
cGMP cyclic guanosine monophosphate,
zyklisches Guanosinmonophosphat
CHX Cycloheximid
COxXHSP60 Coxiellen-spezifisches Hitzeschockprotein 60
coxLPS Coxiellen-LPS
CR3 complement receptor 3, Komplementrezeptor 3
CRISPR clustered regularly interspaced palindromic repeats
CcrRNA CRISPR RNA
Ct cycle threshold
CTL cytototoxic lymphocytes, zytotoxische T-Zellen
DAMPs damage-associated molecular pattern,
schadensassoziierte molekulare Muster
DAPI 4 0-DPiémidin-2-phenylindol
DCs dendritic cells, dendritische Zellen
DEX DC-Exosomen/Dexosomen
ddH20 doppelt destilliertes Wasser
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA desoxyribonucleic acids, Desoxyribonukleinsauren
Dot/lcm defectinorganellet r af f i ¢ ki n griultiphcationt r acel | ul ar
dpi days post infection, Tage nach Infektion
DUOX Dual-Oxidasen
E-Puffer Elektrophorese-Puffer
ECL enhanced chemiluminescence
EDTA Ethylendiamintetraacetat
eNOS endotheliale NOS
ER endoplasmatisches Retikulum
ETC electron transport chain, Elektronentransportkette
FAD Flavinadenindinukleotid
FBS fetal bovine serum, fetales Rinderserum
Fc-R Fc-Rezeptoren
FIH factor inhibiting HIF
FMN Flavinmononukleotid
FSC forward scatter, Vorwartsstreulicht
G418 Geniticin
GAS IFN-2-activated site
gDNA genomische DNA



Abkiirzungsverzeichnis

GDP
GE
GM-CSF

gRNA
GTP

h

hai
HDAC6
HDR
HIF

hpi
HRE
HRP
IDO
IFN
IFU

lg

IL
iINOS
IRF
IRGs
ISRE
ISGF
JAKs
kDA
KO
LAP
LC
LCV
LMP
LPS
LRRK2
MALDI-TOF/TOF
MDC
MFI
MHC
Min.
miRNA
moDCs
MOl
MRNA
mtNOS
MTOC

MVB
NADPH
NED
NHEJ
NK-Zellen
nLC
nNOS
NO

Guanosindiphosphat

genomic equivalents, genomische Aquivalente
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor,
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktor
guide RNA

Guanosintriphosphat

hours, Stunden

hours ante infection, Stunden vor der Infektion
Histondeacetylase 6

homology-directed repair, Homologie-gerichtete Reparatur
Hypoxie-induzierbarer Transkriptionsfaktor

hours post infection, Stunden nach Infektion
hypoxia response element sequences

horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase
Indolamin-2,3-Dioxygenase

Interferon

infectious units, infektiose Einheiten
Immunglobulin

Interleukin

inducible NO synthase, induzierbare NO-Synthase
IFN-regulatory factor

immunity-related GTPases

IFN-stimulated response elements

IFN-stimulated gene factor

Janus kinases, Januskinasen

Kilodalton

knock out

latency-associated peptide

Langerhans cells, Langerhans-Zellen

large cell variant, gro3e Zellvariante
Low-Melting-Point

Lipopolysaccharid

GTPase leucinerich repeat kinase 2
matrix-assisted laser desorption/ionization- time of flight
Monodansylcadaverin

mittlere Fluoreszenzintensitét

major histocompatibility complex, Haupthistokompatibilitatskomplex
Minuten

microRNA

monocyte-derived DCs, monozytische DCs
multiplicity of infection

messenger RNA

mitochondriale NOS

microtubule organizing center,
Mikrotubuli-Organisationszentrum

multivesicular bodies, Multivesikularkdrperchen
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
Naphthylethylendiamin

non-homologous end joining, nicht-homologe Endverkniipfung
natirliche Killerzellen

nano liquid-chromatography

neuronale NOS

nitric oxide, Stickstoffmonoxid



Abkiirzungsverzeichnis

NOD
NOS2
NOSs
NOX
NOX2
NTC
OmpA
OXPHOS
PAM
PAMPs

PBMCs

PBS
PCR
pDCs
PDI
PFA
PHD
PKC
PLC
PRR
RNA
RNS
ROS
rpm
RT
RT-PCR
s

SA
SCID

SCV
SDS
SDS-PAGE
SiRNA
SLPs
SOD
SSC
STAT1
T4SS
TAP
TBHP
TFA
THB
Tip-DCs
TLRs
TNF
tracrRNA
TYK2
us

VF

WT

nucleotide-binding and oligomerization domain

nitric oxide synthase 2, Stickstoffmonoxid-Synthase 2
NO-Synthasen

NADPH-Oxidasen

NADPH-Oxidase 2

non template control, Negativkontrolle

outer membrane protein A, aul3eres Membranprotein A
Oxidative Phosphorylierung

protospacer adjacent motif

pathogen-associated molecular pattern,
pathogenassoziierte molekulare Muster

peripheral blood mononuclear cells,

mononukleare Zellen des peripheren Blutes
phosphate buffered saline, Phosphatgepufferte Kochsalzlésung
polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
plasmacytoid DCs, plasmozytoide DCs
Proteindisulfidisomerase

Paraformaldehyd

Prolylhydroxlase

Proteinkinase C

peptide loading complex, Peptid-Ladungs-Komplex
pattern recognition receptor, Mustererkennungsrezeptor
ribonucleic acids, Ribonukleinsduren

reactive nitrogen species, reaktive Stickstoffspezies
reactive oxygen species, reaktive Sauerstoffspezies
rounds/revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Real Time-PCR

Sekunden

Sulfanilamid

severe combined immunodeficient mice,

Mause mit schwerer kombinierter Immunschwéche
small cell variant, kleine Zellvariante

sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

short interfering RNA

spore-like particles, sporenartige Partikel
Superoxiddismutasen

side scatter, Seitwartsstreulicht

signal transducer and activator of transcription 1

Typ IV Sekretionssystem

transporter associated with antigen processing
tert-Butylhydroperoxid

trifluoroacetic acid, Trifluoressigsaure
Tetrahydrobiopterin

TNF/INOS-producing DCs, TNF/iINOS-produzierende DCs
Toll-Like-Rezeptoren

tumor necrosis factor, Tumornekrosefaktor
transactivating crRNA

tyrosine kinase 2

Uberstand

Verdunnungsfaktor

Wildtyp



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Coxiella burnetii

1.1.1 Taxonomie und Krankheitsbild

Coxiella (C.) burnetii ist ein obligat intrazellulares Bakterium und wird zur Klasse der
Gamma-Proteobakterien gezahlt. C. burnetii ist Ausléser einer zoonotischen Erkrankung, dem
Q-Fieber, das erstmals 1937 in Australien wahrend eines Ausbruchs unter Schlachthausmitarbeitern
beobachtet wurde. Eine Isolierung und Charakterisierung des Erregers war zunachst nicht
erfolgreich, so dass die ungeklarte fieberhafte Erkrankung als Ajuery feverfibezeichnet wurde 2,
Aus dieser Bezeichnung leitet sich die aktuelle Krankheitsbenennung A €F i e bab. Di@tatsachliche
Erregerisolierung gelang gleichzeitig zwei unabhéngigen Arbeitsgruppen. Zum einen konnten die
Bakterien aus Blut und Urin der erkrankten Schlachthausmitarbeiter isoliert werden. Auf Grund der
groRen Ahnlichkeit erfolgte die Eingruppierung in die Familie der Rickettsiaceae unter der
Bezeichnung Rickettsia burnetii 2. Zum anderen gelang die Isolierung des Pathogens aus Zecken in
den USA, nahe des Nine Mile-Flusses in Montana. Ein Infektionsmodell in Meerschweinchen zeigte,
dass beide Isolate einen &hnlichen Fieber-assoziierten Phé&notyp und dariber hinaus eine
Kreuzimmunitat aufwiesen 4. Neben der Erstbeschreibung durch Burnet wurde die Erforschung der
Bakterien vor allem durch die Bemuhungen von Cox vorangetrieben, welcher die Kultivierung der
Bakterien in Hihnereiern etablierte °. Zur Anerkennung der Bemiihungen der beiden maf3geblichen
Wissenschaftler wurde der Erreger von Rickettsia burnetii in Coxiella burnetii umbenannt. Spéatere
Analysen des 16S rRNA-Gens und des gesamten Genoms zeigten des Weiteren, dass Coxiella zwar
taxonomisch korrekt in die Familie der Rickettsiaceae eingegliedert wurde, allerdings phylogenetisch
eng mit Legionella pneumonia verwandt ist %8, Als weitere Coxiellen-artige wurden C. cheraxi in
einem australischen SuRwasserkrebs (Cherax quadricarinatus), Candidatus C. massiliensis und
Candidatus C. mudrowiae in Zecken und Candidatus C. avium in Papageien und einem Tukan
beschrieben 12,

Nachdem C. burnetii erstmals in einem Schlachtbetrieb beschrieben wurde, manifestierten sich
domestizierte Wiederkduer, wie Rinder, Ziegen und Schafe, als primare Erregerreservoire.
Allerdings konnten die Bakterien auch in einer Vielzahl weiterer Organismen detektiert werden.
Dazu zahlen neben Wildtieren auch Haustiere wie Hunde und Katzen, aber auch Zecken und
Amoben 314, Eine besondere Rolle bei der Ubertragung von Coxiellen wird dabei den Nagetieren
zugesprochen. Untersuchungen zeigen dabei, dass infizierte Haus- und Wanderratten (Rattus rattus
und Rattus norvegicus) nicht nur als unbeabsichtigte spill-over oder dead-end Wirte fungieren,
sondern in der Umgebung untersuchter landwirtschaftlicher Ziegen-Betriebe ebenfalls positiv auf
Coxiellen getestet wurden. Somit tragen die Nager unmittelbar zur Verbreitung und
Aufrechterhaltung des Infektionsgeschehens bei °. Neben den Nagern kommt auch den
Arthropoden eine groRe Bedeutung bei der Ubertragung und der Aufrechterhaltung des
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Infektionszyklus in Wildtieren zu. Insbesondere Zecken nehmen mit 50 verschiedenen Arten als
Coxiellen-Ubertrager eine wichtige Rolle ein. Die Replikation der Bakterien findet in diesem Fall im
Verdauungstrakt statt und ermdglicht so die Ausbreitung der Bakterien tiber den kontaminierten Kot
1617 Daher tragen Zecken vor allem zum Infektionsgeschehen in Wildtieren, aber auch in
domestizierten Hunden bei 4. Im humanen System spielen die Zecken nach bisherigen
Erkenntnissen allerdings eine eher untergeordnete Rolle 8.

Innerhalb der Hauptreservoire, Rinder, Ziegen und Schafe, verlauft die Infektion (auch
Coxiellose) haufig unauffallig. Im Zusammenhang mit tragenden Tieren allerdings werden Fehl-,
Schwach- oder Friihgeburten beobachtet. Dabei stellt gerade der Geburtsvorgang eine besondere
Risikosituation dar, da C. burnetii GUber das Geburtsmaterial (Plazenta, Amnionfliissigkeit) von
infizierten Tieren ausgeschieden wird. Hierbei kann 1g Plazentagewebe bis zu 10° Bakterien
enthalten 1*%, da C. burnetii vor allem die Trophoblasten der Plazenta fiir die Replikation nutzt.
Dabei wird ein Anstieg der Erregerlast hin zur Geburt beobachtet. Die grundlegenden Ursachen fir
dieses Phanomen sind allerdings noch nicht hinreichend geklart 2. In vielen Fallen wird auRerdem
eine Manifestierung der Bakterien in den Tieren beobachtet, so dass eine chronische Infektion und
damit einhergehend auch eine dauerhafte Ausscheidung vorliegen. Neben den Geburtsprodukten
spielen auBerdem Urin, Kot und Milch eine Rolle bei der zoonotischen Ubertragung auf den
Menschen 4. C. burnetii infiziert den Menschen Uber kontaminierte Aerosole oder Partikel (wie
Staube) 2. Dadurch sind die hochst kontagiosen Bakterien in der Lage, bei entsprechenden
windigen Wetterbedingungen auch weitere Entfernungen bis zu ihrem nachsten Wirt zu Uberbriicken
2224 Unter Laborbedingungen gelang es einem einzelnen Bakterium, eine manifestierende Infektion
hervorzurufen . Eine erganzende Untersuchung hingegen zeigte, dass fir den Menschen eine
Dosis von mindestens 10 Bakterien fiir eine entsprechende Infektion notwendig ist 2. Infolge einer
erfolgreichen Q-Fieber-Infektion im Menschen kann diese entweder akut verlaufen oder sich
chronisch manifestieren. Die akute Erkrankung verlauft in 60% der Falle asymptomatisch. Treten
Symptome auf, werden vor allem grippedhnliche Beschwerden wie Husten, Kopf- und
Gliederschmerzen und Schwei3ausbriiche im Zusammenhang mit dem charakteristischen Fieber
beschrieben. Allerdings kann die Infektion auch ursachlich fir eine atypische Pneumonie oder
Hepatitis sein. Eine chronische Infektion tritt in 5-15% der Falle auf 2 und ist mit Krankheitsbildern
wie der bakteriell bedingten Endokarditis, chronischer Hepatitis, vaskularer Infektion oder dem
chronischen Erschopfungssyndrom (auch chronisches Fatigue-Syndrom) assoziiert 34, Ahnlich der
Coxiellose im Tier kann auch das Q-Fieber im Menschen fir schwangere Frauen ein besonderes
Risiko bedeuten. Bei einer Infektion wahrend der Schwangerschaft wurden frihzeitige
Entbindungen, spontane Aborte, Totgeburten (intrauteriner Fruchttod) oder eine eingeschrankte
Fétus-Entwicklung beschrieben 2728, Auf Grund der hohen Tenazitat des Pathogens ist C. burnetii
nahezu weltweit verbreitet 4. Gemeinsam mit der zwar niedrigen Mortalitat, aber einer sehr hohen
Infektiositat fuhrte dies zur Klassifizierung eines potentiellen bioterroristischen Mittelsals AK a t e
BfiPathogen ?°. Die Bedeutung der Q-Fieber-Infektion wurde dartiber hinaus in den Jahren 2007 bis
2010 in den Niederlanden sehr deutlich. Der bisher gré3te beschriebene Ausbruch umfasste etwa
4000 humane Krankheits- und 14 Todesfalle 3. In Deutschland wird ein Median von 233
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Erkrankungen pro Jahr angegeben, wobei die Fallzahlen zwischen den Jahren grol3en
Schwankungen unterliegen (86 bis 416 Fé&lle/Jahr). Fir das Jahr 2018 wurden 93 Q-Fieber-
Infektionen an das Robert-Koch-Institut Ubermittelt %°. Die Behandlung einer akuten Q-Fieber-
Infektion basiert auf einer Antibiotika-Therapie, die schnellstmoglich initiiert werden sollte. In diesem
Zusammenhang zeigte bisher nur Doxycyclin, in Kombination mit weiteren bakteriostatischen
Antibiotika wie Trimethoprim oder Chloramphenicol, eine effektive Wirkung 3. Kommt es zu einer
Chronifizierung der Erkrankung, wird eine Behandlung mit Doxycyclin und Hydroxychloroquin tber
mehrere Jahre notwendig '#%2. Um die Ubertragung und die Ausbreitung des Q-Fiebers zu
reduzieren, ist die Kontrolle der primaren Erregerreservoire (Schaf, Ziege und Rind) von
entscheidender Bedeutung, um die Gefahr der Umweltkontamination zu minimieren.
Fur Wiederkauer wird daher die Vakzinierung der Herde mit dem Impfstoff Coxevac® empfohlen.
Grundlage des Impfstoffs sind inaktivierte Phase (Ph) I-Coxiellen. Die Impfung kann vor allem das
Infektions- und damit das Ausscheidungsrisiko naiver Tiere reduzieren. In endemischen Herden ist
die Vakzinierung weniger effizient, so dass eine regelmaRige Erneuerung der Impfung erforderlich
ist 1833 Gleichzeitig wurde jedoch eine Leistungsdepression bei Rindern nach Vakzinierung
beobachtet %, die die Entscheidung fir eine Herdenvakzinierung mitbeeinflussen kann.
Eine humane Vakzinierung, die ebenfalls auf inaktivierten Ph I-Coxiellen basiert, ist derzeit nur in
Australien mit dem dort lizensierten Impfstoff Q-VAX® mdglich *°. Die Wirksamkeit (Coxevac®) und
die Verfugbarkeit (Q-VAX®) der Impfstoffe verdeutlichen die Dringlichkeit neuer, effektiver
Behandlungsstrategien der C. burnetii-Infektion.

1.1.2 Biphasischer Lebenszyklus

Bedingt durch die obligat intrazellulare Lebensweise der Coxiellen sind diese bei ihrer
Replikation auf entsprechende Wirtszellen angewiesen. Im Verlauf der Replikation in einem
biphasischen Zyklus weist C. burnetii verschiedene Zellvarianten auf. Die kleine Zellvariante (small
cell variant, SCV) wird dabei oft als initiale Infektionsform betrachtet 3. Sie weist eine kugelférmige
Morphologie mit einer Gro3e von 0,2 um bis 0,5 um auf. AuRerdem verfiigt die SCV Uber eine dichte
Chromatinverpackung und eine verdichtete Zellwand, so dass sie als sehr umweltresistent
beschrieben wird. Im Weiteren wird die metabolisch aktivere grof3e Zellvariante (large cell variant,
LCV) beschrieben. Diese zeigt eine fir Gram-negative Bakterien typische Morphologie und kann
eine GrolRe von mehr als 1 pym erreichen. LCVs haben im Vergleich zu den SCVs eine diinnere
Zellwand und ein sehr dispergiertes Nukleoid 83637, Sowohl die SCVs als auch die LCVs werden
als infektios beschrieben 8. Neben den SCVs und LCVs wurde eine weitere Variante, die
sporenartigen Partikel (spore-like particles, SLPs) beschrieben *’. Diese wurden in Form sehr
elektronendichter polarer Kompartimente in LCVs beobachtet. Es wird diskutiert, dass diese
Variante auf Grund ihrer Beschaffenheit und Morphologie endosporendhnliche Eigenschaften
aufweist und daher ein besonderes (moglicherweise extrazellulares) Uberlebensstadium darstellt 7.
Zielzellen fur die Replikation sind vor allem mononukledre Phagozyten, insbesondere Alveolar-
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Makrophagen %%4° und dendritische Zellen (dendritic cells, DCs) “*. Ebenso fungieren die
Trophoblasten der Plazenta, wie schon im vorangegangenen Kapitel angedeutet, als Wirtszellen zur
Replikation %243, Die Pathogenaufnahme erfolgt tiber klassische rezeptorvermittelte Phagozytose.
Relevante Aufnahmerezeptoren sind in diesem Zusammenhang Integrine ( UV b f8r
Lipopolysaccharid (LPS)-Phasentyp | und II) sowie der Komplementrezeptor 3 (complement
receptor 3,CR3) (fir LPS-Phasentyp 1l) 4. Nicht-phagozytierende Zellen werden vermittelt tber
bakterielle Invasine in Interaktion mit entsprechenden Zellrezeptoren infiziert. Dazu gehort
beispielsweise das &uRere Membran Protein A (outer membrane protein A, OmpA) .
Die Internalisierung von C. burneti und die Ausbildung der Coxiella-haltigen Vakuole
(Coxiella-containing vacuole, CCV) ist dabei mafl3geblich durch die Neuorganisation des Aktinnetzes
der Zelle bedingt 64", Nach der Aufnahme in das Phagosom folgt die schrittweise Fusion mit den
Kompartimenten des Autophagie-Weges (Autophagosomen, Lysosomen) wie in Abbildung 1-1
dargestellt. Es wurden dabei Interaktionen mit frihen (Rab5) und spaten endosomalen Markern
(Rab7) sowie lysosomalen Markern (LAMP1) beschrieben “8. Innerhalb von 48 Stunden weisen die
CCVs dann eine Oberflachendekorierung auf, die charakteristisch fir ausgereifte Autophagosomen
ist (LC3, Flotillin-1/-2, LAMP1-3 und eine H* ATPase) “-0. In diesem Kontext wurde gezeigt, dass
C. burnetii die proteolytische Eliminierung mittels Xenophagie in diesen Kompartimenten unterdrickt
5152 Dije Fusion mit den Lysosomen erwirkt eine pH-Wert-Erniedrigung, die eine Differenzierung der
SCVs zu den metabolisch hoch aktiven LCVs initiiert. Dabei wurde ein Bereich von pH 4,5-4,75 als
ideal fur die Coxiellen-Replikation beschrieben 3. Allerdings haben erganzende Studien gezeigt,
dass der pH-Wert der CCV durchaus in einem Bereich zwischen pH 4-5,7 schwanken kann 595455,
Im weiteren Verlauf rekrutiert C. burnetii verschiedene Wirtsproteine zur CCV, um die Fusiogenitat
der Vakuole zu erhéhen ¢, die Fusion mehrerer friilher CCVs zu ermoglichen *” und die Fusion mit
sekretorischen Vesikeln sicherzustellen 8. GleichermaRen scheint allerdings auch die eigene
bakterielle Proteinsynthese Einfluss auf diesen Prozess zu nehmen *°. Die CCV kann wahrend der
Replikation ein aul3erordentliches Volumen erreichen und damit die gesamte Wirtszelle ausfillen
6061 Nach 6 bis 7 Tagen wird die Redifferenzierung der LCVs zu SCVs initialisiert. Die hoch
infektiosen SCVs verlassen die Wirtszelle und infizieren benachbarte Zellen .
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Abbildung 1-1: Biphasischer Lebenszyklus von C. burnetii (modifiziert nach Minnick und Raghavan 2012)

Die Replikation innerhalb der Wirtszelle beginnt mit der Infektion durch die kleine Zellvariante (SCV) der Coxiellen.
Liegen keine geeigneten Replikationsbedingungen vor, erfolgt die Differenzierung in sporenartige Partikel (SLPs).
Unter geeigneten Bedingungen wird die Aushildung einer parasitophoren Vakuole, der Coxiella-haltigen Vakuole (CCV),
durch die Fusion mit Autophagosomen (A) und Lysosomen (L) eingeleitet (ab 2 hours post infection, hpi). Innerhalb des
sauren Milieus der CCV erfolgt die Differenzierung der SCVs in die metabolisch aktive groRRe Zellvariante (LCVSs).
Nach der Replikation folgt die Redifferenzierung in die hoch infektiésen SCVs. Nach 6-7 Tagen (days post infection, dpi)
verlassen die SCVs die Wirtszelle, um weitere, benachbarte Zellen infizieren.

1.1.3 Virulenzfaktoren und Wirts -Pathogen -Interaktionen

Die Etablierung einer wirtszellfreien Kultivierung von C. burnetii (unter axenischen
Bedingungen) ertffnete die Mdoglichkeit der detaillierten Analyse der Virulenzfaktoren und der
Wirts-Pathogen-Interaktionen Uber genetische Manipulationen 6263, Besondere Beachtung fand
dabei bisher das Coxiellen-LPS. Die Oberflachenstruktur wird in verschiedensten Varianten auch fur
andere Pathogene, wie Escherichia coli oder Salmonella typhimurium vorgefunden, allerdings in
Verbindung mit einer deutlich htheren LPS-Toxizitat (100- bis 1000-fach erhoht) 4. Auch zwischen
Ph I- und Ph II-Coxiellen basiert der einzige derzeit nachgewiesene Unterschied in der Struktur des
LPS. Im Verlauf der in vitro-Kultivierung der full-length Ph I[-LPS Bakterien trat eine
Chromosomendeletion auf. Die folgende genetische Mutation filhrte zu einer Anderung der LPS-
Biosynthese . Grundsatzlich ist das full-length LPS der Coxiellen durch ein komplettes O-Antigen
gekennzeichnet. Dieses besteht auf untypischen Zuckerstrukturen wie Dihydrohydroxystreptose,
L-Virenose und Galactosaminuranyl-U-(1,6)-Glucosamin. Das LPS der Ph lI-Bakterien wird auch als
truncated (z. Dt. verkirztes) LPS bezeichnet, da in diesem Fall die terminalen O-Polysaccharide
fehlen %7 und damit einhergehend eine verminderte Virulenz beschrieben wurde. Auf Basis dieser
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Beobachtung konnte eine Differenzierung zwischen Ph I-Bakterien als virulent (Nine Mile I, Pathogen
der Biosicherheitsstufe 3) und Ph Il-Bakterien als avirulent (Nine Mile II, Pathogen der
Biosicherheitsstufe 2) getroffen werden . Ergéanzend wurde auch ein intermediate-length LPS fiir
einen weiteren avirulenten Coxiellen-Stamm (Nine Mile Crazy) beschrieben 8,
Aufbauende Infektionsmodelle in Meerschweinchen belegten diese Annahmen zur Virulenz und
zeigten, dass ausschlieRlich der virulente Ph I-Stamm Symptome und eine Persistenz hervorruft °.
Ferner wurden ebenfalls Unterschiede bei den Interaktionen mit Oberflachenrezeptoren zur
Internalisierung dokumentiert. Die Pathogenaufnahme in die Wirtszellen verlauft phasenabhéngig
entweder lediglich Integrin-vermittelt (Ph I-LPS) oder unter zusatzlicher Beteiligung des CR3 (Ph II-
LPS; dazu auch Kapitel 1.1.2) 4. Wird der CR3 bei der Internalisierung miteinbezogen, folgt die
Aktivierung verschiedener zelluldrer Signalkaskaden, so dass C. burneti Ph 1l vermehrt
aufgenommen und in den Wirtszell-Phagolysosomen eliminiert wird 7°71, Ebenfalls wurden virulente
im Vergleich zu avirulenten Bakterien als resistent gegeniiber der Komplement-assoziierten Lyse
des Immunsystems beschrieben 2. Unabhangig vom Aufnahmemechanismus zeigten sich in
etablierten Wirtszell-Systemen (Makrophagen, DCs) allerdings vergleichbare Replikationsraten der
virulenten Ph |- und der avirulenten Ph 1I-Coxiellen 74, Darauf aufbauend vermuten schon sehr
frihe Untersuchungen, dass weniger das LPS als einzelne Komponente, sondern vielmehr ein
aktiver Phasenwechsel im Verlauf der Infektion den eigentlichen Virulenzfaktor ausmacht .
Dabei wird in zwei Schritten beschrieben, dass zunéchst eine Infektion basierend auf dem truncated
Ph 1I-LPS initiiert wird, das immunologisch hoch reaktiv ist. Gleichzeitig erfolgt die Synthese des
full-length Ph I-LPS, das zum einen generell weniger detektiert wird und zum anderen nicht
angreifbar durch die einsetzende Immunantwort gegen das urspriingliche Ph 1I-LPS ist. Der zweite
Schritt der Virulenz beruht vermutlich auf der LPS-Ermidung der Immunzellrezeptoren (Toll-Like-
Rezeptoren, TLRs). Dieses Ph&nomen wird bei einer kontinuierlichen LPS-Stimulation der
Rezeptoren beschrieben, die letztlich zu einer sinkenden Sensibilitdt bis hin zum Ausbleiben der
Reaktivitat (Toleranz) der Rezeptoren fiihrt 678, Somit wird einerseits ein zeitlicher Vorteil
geschaffen, in dem das Immunsystem gezielt gegen das hoch immunogene Ph II-LPS reagiert,
dadurch aber unvorbereitet gegeniiber dem neusynthetisierten Ph I-LPS ist. Und anderseits erzeugt
die permanente LPS-Stimulation eine Ermudung/Toleranz der TLRs und ermoglicht so eine
Maskierung der weiteren Infektion 7°. Gestutzt wird dieser Erklarungsansatz durch ein
Infektionsmodell in severe combined immunodeficience syndrome (SCID)-Mausen. Avirulente
Coxiellen erzeugten in diesen Tieren einen vergleichbaren Infektionsverlauf und eine &hnliche
Pathologie wie die virulenten Ph I-Bakterien und die Infektion konnte nicht auf Ebene des innaten
Immunsystems geklart werden . Wie bereits in vorangegangenen Studien beschrieben, kénnte
dies durch eine in vivo-Konversion zum full-length LPS zu erklaren sein "°. Weitere Untersuchungen
sind nach wie vor zur vollstandigen Aufklarung des LPS-Wirkungsmechanismus notwendig.
Die vorangegangenen Beschreibungen veranschaulichen, dass die Immunevasion ein zentraler
Bestandteil der C. burnetii-Infektion ist. Bedeutend fir diesen Prozess ist die bakterielle Sekretion
von Effektormolekilen in das Zytoplasma der infizierten Wirtszelle. Zu diesem Zweck besitzt
C. burnetii Komponenten bakterieller Sekretionssysteme. Neben Komponenten des Typs | und
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Typs 1l Sekretionssystems erfolgt die entscheidende Sekretion von Uber 150 bakteriellen
Effektormolekiilen Uber das defect in organelle t r af f i ¢ k i n grbhultijlidation (Datdce) | ul a |
Typ IV Sekretionssystem (T4SS) 8182 Urspringlich wurde das T4SS fur den horizontalen
Gentransfer genutzt 8, im Verlauf der Ko-Evolution mit der Wirtszelle wurde das System allerdings
fur die Wirtszellmodifikation adaptiert 84. Fir das T4SS von C. burnetii konnten starke Homologien
mit dem Sekretionssystem von Legionella pneumophila beschrieben werden, die es dem Pathogen
ermoglichen, aus der geschitzten parasitophoren Vakuole heraus Effektormolekile in das
Wirtszellzytoplasma zu sekretieren 8. Allerdings sind die verantwortlichen Gene fur C. burnetii in
einem zusammenhangenden Genombereich kodiert &, welcher iber den PmrA-Genregulator
gesteuert wird ®. Insgesamt besteht der Multiproteinkomplex aus Uber 20 Bestandteilen.
Hierbei erwiesen sich die in der inneren Membran verankerten Proteine als bedeutsam fir die
Aktivitat (Dotl, DotJ, IcmR, lcmQ) und die Translokalisation (DotL, DotM, DotN) der Effektormolekiile
8 Weiter scheint die DotA Komponente gerade in der stationaren Phase eine besondere Rolle fur
den Metabolismus der Bakterien zu spielen ¢, Dartiber hinaus zeigten knock out-Untersuchungen,
dass Coxiellen ohne funktionales Dot/lcm T4SS Sekretionssystem nicht mehr zur Replikation
beféhigt sind, ihre Lebensfahigkeit jedoch durchaus innerhalb der parasitophoren Vakuolen erhalten
konnen 892 Die Funktionen der sekretierten Effektormolekile konnen auf eine Vielzahl
wirtszellseitiger Prozesse einwirken. Die Bakterien konnen so die Etablierung ihrer CCV sichern %193
und Einfluss auf Regulation des Vesikel- und Proteintransportes °3%, der Immunantwort °, der
Autophagie °%%7 oder der Apoptose %°7 nehmen. Weiterhin konnen sich die Coxiellen durch
verschiedene Abwehrsysteme der Eliminierung durch das Immunsystem entziehen. In diesem
Kontext ist die Expression von alkalischen Phosphatasen, Katalasen und Superoxiddismutasen
(SOD) beschrieben, die fur die Entgiftung von Sauerstoffradikalen notwendig sind 9%,
Ein vergleichbarer Entgiftungsprozess von Radikalen kann auf3erdem Uber die Expression von
Cytochrom bd (auch cydAB) erfolgen %191 Die Neutralisierung von Radikalen ist entscheidend, da
diese in der Lage sind, mit Proteinen, Lipiden oder DNA zu interagieren und diese schadigen 192104,
Um eine solche Schadigung zu minimieren, besitzen die Coxiellen einen DNA-
Reparaturmechanismus (SOS-System) 105106,

1.2 Das Immunsystem

Das vertebrale Immunsystem wird als ein komplexes und vielschichtiges Abwehrsystem
verstanden. Die zentralen Aufgaben bestehen sowohl in der Abwehr gegen von auf3en eindringende
Pathogene als auch im Schutz vor fehlerhaften oder entarteten Zellen. Um den Schutz des Wirtes
zu gewabhrleisten, teilt sich das Immunsystem in zwei Bestandteile, welche sich anhand der
Reaktionsgeschwindigkeit und der Reaktionsgenauigkeit unterscheiden lassen 7. Das angeborene
Immunsystem ist in der Lage, sehr schnell auf Pathogene zu reagieren, indem unspezifische
Abwehrmechanismen initiiert werden. Darauf aufbauend kann eine Immunantwort des adaptiven
Immunsystems induziert werden. Die adaptiven Abwehrmechanismen treten also zeitlich verzégert
ein, zeichnen sich aber durch eine hohe Spezifitat aus 1. Fir eine effiziente Erkennung und
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Eliminierung von Erregern sind beide Komponenten des Immunsystems und ihr Zusammenspiel von
zentraler Bedeutung 107109,

1.2.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem (auch innates Immunsystem) wird auch als unspezifische
Wirtsabwehr bezeichnet, da es sehr schnell, aber gleichzeitig auch stereotyp pathogenunspezifisch
agiert. Ebenso wie das adaptive Immunsystem verfligt auch das innate Immunsystem tber zellulare
und humorale Elemente, um die Immunabwehr sicherzustellen. Um das Eindringen des Erregers
initial zu verhindern, bestehen zun&chst mechanische und physiologische Barrieren. Als solche
werden Haut und Schleimh&ute, die Zilien der Lunge, die Kérpertemperatur, der niedrige pH-Wert
im Magen sowie das bakterizide Lysozym in Korperflissigkeiten wie Speichel und Tranensekret
beschrieben 1. Hat der Erreger diese ersten Hindernisse iberwunden und Zellen infiziert, bestehen
verschiedene Mdglichkeiten, wie das Pathogen durch die Zellen des Immunsystems erkannt und
folglich eliminiert werden kann.

Das Komplementsystem macht einen wichtigen Teil des angeborenen Immunsystems aus.
Es beschreibt eine enzymatische Reaktionskaskade, die sowohl zur Markierung (Opsonierung) und
damit zur Erkennung von Pathogenen als auch zur unmittelbaren Eliminierung dieser Pathogene
beitragt 1. Des Weiteren verfiigt das angeborene Immunsystem Uber ein Repertoire l6slicher und
zellassoziierter Keimbahn-kodierter Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors,
PRRs). Uber PRRs konnen zum einen konservierte Pathogenstrukturen (pathogen-associated
molecular patterns, PAMPs) identifiziert werden 12, Zum anderen werden in Folge von Zelllyse oder
Gewebsschadigungen auch sezernierte endogene Gefahrensignale (damage-associated molecular
patterns, DAMPs) erkannt 3. Auf die Erkennung eines Erregers folgt die Aufnahme Uber
Phagozytose und die intrazellulare Eliminierung Uber die Produktion reaktiver Sauerstoff
(reactive oxygen species, ROS)- und/oder Stickstoffspezies (reactive nitrogen species, RNS) 114,
Weitere Effektorzellen kdnnen darauf aufbauend durch sezernierte Chemokine rekrutiert werden
und eine primare Immunantwort initieren . Eine letzte Detektionsstrategie des angeborenen
Immunsystems basiert auf der Differenzierung zwischen A's e | imd A fi r e dorthi natirliche
Killerzellen (NK-Zellen). NK-Zellen kdnnen auf Basis der Expression von Oberflachenrezeptoren
zwischen gesunden und infizierten oder entarteten Zellen differenzieren. Eine besondere Rolle
spielen hierbei Haupthistokompatibilitatskomplex (major histocompatibility complex, MHC)-
Molekule. Die MHC I-Molekile werden als Glykoproteine konstitutiv von intakten Zellen exprimiert
und erzeugen ein inhibitorisches Signal. Dieses Signal verhindert eine Aktivierung der NK-Zellen.
Infizierten oder entarteten Zellen mit verringerter MHC I-Expression fehlt dieses inhibitorische
Signal. Infolge kommt es zur NK-Zell-Aktivierung und der Induktion von Apoptose 1¢. Zusatzlich wird
derzeit eine weitere Funktion, die sogenannte trainierte Immunitat (trained immunity), diskutiert.

Verschiedene Untersuchungen zeigen, dass auch das angeborene Immunsystem nach Durchlaufen
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einer Infektion durchaus erlernte Merkmale aufweisen kann 11711, Diese Eigenschaft war nach der
bisherigen Auffassung eine Besonderheit des adaptiven Immunsystems.

1.2.2 Das adaptive Immunsystem

Im Vergleich zur angeborenen Immunitat wird fir das adaptive Immunsystem eine &auf3erst
spezifische Erregererkennung beschrieben. Die Etablierung dieser Immunantwort benétigt
allerdings eine deutlich l&angere Zeitspanne und ist daher nicht innerhalb von einigen Stunden,
sondern erst innerhalb von mehreren Tagen verfligbar '%°. Jedoch wird die resultierende Reaktion
als sehr effektiv beschrieben und kann dartber hinaus langanhaltenden Schutz bei einer
wiederholten Infektion gewahrleisten (immunologisches Gedachtnis) %, Im Rahmen der adaptiven
Immunitat kann zwischen der humoralen und der zellularen Immunantwort unterschieden werden
107 Zentraler Bestandteil des humoralen Armes sind die Antikorper, die als Antigenrezeptoren auf
der Oberflache von B-Lymphozyten (auch B-Zellen) gebunden sind 2. Infolge der Bindung von
Antikorper und spezifischem Antigen kommt es zur B-Zell-Aktivierung und -Proliferation. Die aus
diesem Vorgang resultierenden Plasmazellen sind in der Lage, grof3e Mengen der jeweiligen
Antikorper zu synthetisieren und zu sekretieren 22, Folglich konnen die neuen Antikorper
verschiedene Funktionen Ubernehmen. Zum einen kdnnen sie eine neutralisierende Wirkung
vermitteln, in dem sie an Bestandteile wie |Gsliche Proteine, virale Partikel oder bakterielle Toxine
binden und diese so neutralisieren. Zum anderen kdnnen sie Mikroorganismen opsonieren %,
Die opsonierten Pathogene werden so wieder dem angeborenen Immunsystem zugefihrt. Es folgen
entweder eine unmittelbare Phagozytose und Eliminierung oder die Aktivierung des
Komplementsystems mit nachfolgender Lyse 24,

Der zellulare Arm der adaptiven Immunitat wird durch die T-Lymphozyten (auch T-Zellen)
gebildet. Naive T-Zellen kdnnen das spezifische Antigen nur in einer vorprozessierten Form als
Komplex mit MHC-Molekilen erkennen . MHC |- und MHC II-Molekiile werden daher mit
Peptidantigenen beladen und konnen gemeinsam mit den kostimulatorischen Molekilen
(CD80/CD86) uber die Bindung des spezifischen T-Zell-Rezeptors (CD28) die T-Zell-Aktivierung und
-Differenzierung initiieren 26, In diesem Zusammenhang spielen vor allem die DCs als Teil der
innaten Immunitat eine entscheidende Rolle, die im folgenden Kapitel (1.2.3) genauer beschrieben
wird. Die Art der T-Zelldifferenzierung ist abhangig von den jeweilig prasentierten Peptidantigenen,
wobei grundlegend in CD4-positive (CD4") und CD8-positive (CD8") T-Zellpopulationen unterteilt
werden kann 123, CD4* T-Zellen (auch T-Helferzellen) erkennen ihr Antigen im Zusammenhang mit
MHC Il-Molekulen. Schwerpunkt dieser Zellen sind die Zytokinsekretion und somit die
Orchestrierung der weiteren Immunantwort 12’ Auf Basis der Zytokinprofile kénnen die aktivierten
T-Helferzellen hierbei erneut in zwei Subpopulationen, die Ty1- und die Ty2-Zellen, unterteilt werden.
Twl-Zellen sezernieren vorrangig Interferon (IFN)-o Interleukin (IL)-2 und TNF-U und aktivieren in
diesem Kontext die zytotoxischen CD8" T-Zellen 1%, Die Sekretion von IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 und
die Aktivierung von B-Zellen hingegen sind hingegen Merkmale der Tn2-Zellen 2°, CD8* T-Zellen
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erkennen ihr Antigen im Kontext mit MHC I|-Molekiilen und differenzieren nach dem Kontakt zu
zytotoxischen T-Zellen (cytototoxic lymphocytes, CTL) aus. Ahnlich den NK-Zellen sind auch die
CTL in der Lage, infizierte oder entartete Zellen Uber die Apoptoseinduktion zu eliminieren °,
Kommen diese CTL erneut mit dem spezifischen Antigen in Beriihrung, setzen sie dazu zytotoxische
Granula (Granzyme) frei, die Gber das Poren-bildende Perforin in die Zielzelle eindringen und dort
als Serinproteasen die Apoptosekaskade initieren 13!, Eine weitere Funktion aktivierter
CD8" T-Zellen ist die IFN-2-Sezernierung, die in Folge zu einer Makrophagen-Aktivierung und einer
lokal erhéhten MHC I-Oberflachenexpression fihrt 132, Ein Teil der aktivierten B- und T-Zellen kann
zu Gedachtniszellen ausdifferenzieren. Fur diese Gedachtniszellen ist bekannt, dass sie eine
Uberdurchschnittliche Lebensdauer aufweisen und in der Lage sind, schneller auf Reinfektionen
reagieren 108,

1.2.3 Die Rolle dendritischer Zellen im Immunsystem

DCs sichern als professionell antigenprasentierende Zellen (antigen-presenting cell, APC) die
Vermittlung zwischen innater und adaptiver Immunantwort 3. In diesem Kontext werden sie auch
als Wachterzellen bezeichnet, da sie in ihrem unreifen Stadium in der Peripherie des Organismus
Fremdantigene detektieren 34, Die Erkennung solcher mikrobieller Fremdantigene geschieht tiber
die in Kapitel 1.2.1 beschriebenen PRRs **1%6, Die effiziente Aufnahme solcher Antigene wird tber
eine sehr hohe Phagozytoseaktivitat unreifer DCs gewabhrleistet 3. Wird nun ein entsprechendes
Fremdantigen erkannt und aufgenommen, stellen die unreifen DCs ihre Phagozytoseaktivitat
weitestgehend ein und initieren ein komplexes Differenzierungsprogramm. Teil dieses
Differenzierungsprogrammes ist die Oberflaichenexpression spezieller Chemokinrezeptoren
(CCR-7), die die Migration in die lymphoiden Organe ermdglicht 3. Gleichzeitig startet die
Degradation der aufgenommenen Fremdantigene zu Peptidantigenen. Dieser Ablauf wird als
Antigenprozessierung bezeichnet und ist grundlegend fir die nachfolgende Beladung der MHC-
Molekile. Die mit Peptidantigenen beladenen MHC-Antigen-Komplexe werden letztlich auf die
Zelloberflache transportiert und dort den T-Zellen prasentiert *°. Ob die Peptidantigene hierbei im
Kontext mit MHC | (CD8* T-Zellen)- oder MHC Il (CD4" T-Zellen)-Molekilen prasentiert werden, wird
sowohl durch die Form des Fremdantigens als auch durch den Ort der Prozessierung bestimmt 37,
Die Prasentation von Peptidantigenen, die ihren Ursprung in intrazellular-replizierenden
Mikroorganismen haben, erfolgt im Kontext mit MHC I-Molekilen 4°. Extrazellulare Pathogene
hingegen befinden sich nach ihrer Aufnahme Uber Phagozytose in endosomalen Kompartimenten
141 Die Antigenprozessierung erfolgt somit ebenfalls in diesen Kompartimenten, gefolgt von der
Beladung auf die MHC 1I-Molekuile %2, Generell sind alle kernhaltigen Zellen in der Lage, Antigene
tber MHC I-Antigen-Komplexe zu prasentieren. Die Antigenprasentation tber MHC II-Molekile ist
allerdings den APCs vorbehalten 3. Dartber hinaus besteht neben dem klassischen MHC |-
Antigenprasentationsweg noch die Moglichkeit der Kreuzprasentation 144, Die verschiedenen Wege
der Antigenprasentation werden in Kapitel 1.2.4 detailliert beschrieben. Fir eine tiefergehende
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Betrachtung kénnen DCs auf Basis ihrer Lokalisation, Effektorfunktionen und der Expression von
Oberflachenmarkern in verschiedene Subpopulationen differenziert werden. Es wird zwischen den
konventionellen DCs (conventional DCs, cDCs), den plasmozytoiden DCs (plasmacytoid DCs,
pDCs), den Langerhans-Zellen (Langerhans cells, LC) und den monozytischen DCs
(monocyte-derived DCs, moDCs) unterschieden *°. Die cDCs stellen eine sehr spezialisierte
Population von DCs mit einer hohen Endozytoseaktivitat dar 14¢. Eine weitere Unterteilung der cDCs
in lymphoid-organ resident DCs und peripheral/migratory DCs kann anhand des Migrationsverhalten
getroffen werden %°. Der Fokus der pDCs liegt auf einer schnellen und enormen Typ I-Interferon-
Antwort nach Virus-Kontakt '4’. Bei den LCs handelt es sich um eine Subpopulation, die in der
Epidermis lokalisiert ist. Dort spielen die LCs eine entscheidende Rolle im Zusammenhang mit der
Initialisierung der adaptiven Immunantwort durch Fremdantigene, die die mechanische Barriere der
Haut durchbrochen haben 8. Monozyten differenzieren in Abhangigkeit der Wachstumsfaktoren
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender  Faktor (granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor, GM-CSF) und IL-4 zu moDCs aus *°. Hauptaufgabe/n der moDCs ist/sind neben
der Antigenprésentation (klassische Antigenprasentation und Kreuzprésentation) die Produktion und
Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine wie Tumornekrosefaktor-U (tumor necrosis factor, TNF-U )
und Effektormolekiile wie Stickstoffmonoxid (nitric oxide, NO) 144159, Neben den TNF/induzierbare
NO-Synthase (iNOS)-produzierenden DCs (Tip-DCs 1%°) gehdren auch die in dieser Arbeit
verwendeten JAWS llI-Zellen zu dieser Subpopulation 151152, Das Effektormolekil NO wird oft im
Zusammenhang mit der Eliminierung von Pathogenen thematisiert 13, es fungiert aber dartiber
hinaus offenbar auch als Regulator bei der Interaktion mit weiteren Immunzellen. Dies wurde
insbesondere im Zusammenhang mit NK-Zellen in verschiedenen Infektionsmodellen beschrieben.
Es wurde beobachtet, dass NO die Aktivitat 1>41%7, die IFN-2-Sekretion 1° und die Zytotoxizitat 19160
von NK-Zellen beeinflussen kann 11162 Eine weitere Moglichkeit bei der interzellularen
Kommunikation sind DC-stammige Exosomen (DC-Exosomen/Dexosomen, DEX). Im Allgemeinen
handelt es sich bei Exosomen um endosomal-generierte, extrazellulare Vesikel, die durch die Fusion
von sogenannten Multivesikularkdrperchen (multivesicular bodies, MVB) mit der Plasmamembran
entstehen %3164, Die von einer Lipiddoppelschicht isolierten Exosomen kénnen entsprechend dem
Zellphanotyp, aus dem sie stammen, sehr stark in den klassischen Makromolekilen (Kohlenhydrate,
Proteine, Lipide, Nukleinsauren) variieren %, Entscheidend ist, dass die Exosomen auf Grund ihrer
Beschaffenheit dazu in der Lage sind, mit Rezeptoren und anderen Oberflachenstrukturen
benachbarter Zellen zu interagieren %4, Die Freisetzung der Exosomen kann hierbei entweder nach
Stimulation, wie bei T-Zellen 16 oder B-Zellen 7, oder konstitutiv erfolgen, wie bei Makrophagen 68
oder DCs %, Charakteristisch fur die DEX sind die Mitglieder der TNF-Superfamilie (wie TNF, FasL,
Trail) auf ihrer Oberflache, mittels derer eine direkte Apoptoseinduktion in Tumorzellen ermdéglicht
wird 1°. Auch eine IFN-2-Induktion kann durch die Bindung des TNF-Rezeptors von NK-Zellen
initiiert werden 171, Darliber hinaus wurde eine NK-Zell-Aktivierung Gber Exosomen unreifer DCs
beschrieben 172, die durch die Bindung der aktivierenden Rezeptoren (BAT3, MICA, MICB) vermittelt
wurde 173174 Auch eine Aktivierung von T-Zellen durch Exosomen, dekoriert mit MHC- und
kostimulatorischen Molekilen, wird beschrieben 7. Somit kénnen DCs Uber die DEX und
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Effektormolekiile (wie NO) Interaktionen und Kooperationen mit weiteren Immunzellpopulationen,
insbesondere mit NK-Zellen und T-Zellen, eingehen.

1.2.4 Die Mechanismen der MHC I-Antigenprasentation

Die Uber MHC I-Molekile présentierten Peptidantigene vermitteln dem Immunsystem
richtungweisende Informationen Uber den Zustand der APC 178, In Kapitel 1.2.1 wurde bereits
beschrieben, dass auf diese Weise zwischen gesunden und infizierten oder entarteten Zellen
diskriminiert werden kann. Die von intakten Zellen prasentierten Peptidantigene werden toleriert,
wohingegen die von infizierten oder entarteten Zellen prasentierten Peptidantigene von Antigen-
spezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten erkannt werden und zur Eliminierung der Zielzelle fiihren
177 Die klassische MHC I-Antigenprasentation kann durch alle kernhaltigen Zellen durchgefiihrt
werden und basiert auf Uiberwiegend zytosolischen Peptiden, wie Virusporteinen 8. Im Allgemeinen
stellen MHC I-Molekile Heterodimere dar, die aus einer schweren, in der Plasmamembran
verankerten Kette (dem integralen Membranglykoprotein, auch die U-Untereinheit) und einem
I6slichen Protein (dem b 2Mikroglobulin) bestehen. Dieser Komplex kann in vier Domé&nen unterteilt
werden. Die extrazellulare Region der schweren Kette besteht hierbei aus drei Domanen ( U D 2 ,
U3), die vierte Domé&ne bildet das lI8sliche b 2Mikroglobulin 1. Die sogenannte Peptid-
Bindungsfurche wird durch die Untereinheiten U und U 2gebildet und erméglicht so die Bindung der
8-15 Aminosauren langen Peptidantigene auf der Oberflache des MHC I-Molekils 8. Die beiden
Ankerreste der Peptide sind bei dieser Bindung maf3geblich, da sie mit den Bindungstaschen der
MHC I|-Molekiile interagieren 81, Durch Variationen im MHC I-Allel besitzen diese unterschiedliche
Bindungstaschen und demzufolge unterschiedliche Praferenzen fur die Peptidantigene 12
Startend mit der Prozessierung endogener Proteine, erfolgt die Generierung der Peptidantigene fur
die klassische MHC I-Antigenprésentation Uberwiegend im Zytosol. Mit Hilfe des Proteasoms
werden die Fremdantigene hier in kurze Peptide gespalten und folgend Uber den ABC-
Peptidtransporter-Komplex transporter associated with antigen processing (TAP)1/2 in das Lumen
des endoplasmatischen Retikulums (ER) transportiert 18184 |m ER konnen die Peptide auf leere
MHC I-Molekile geladen werden. Dieser Prozess wieder Uber den Peptid-Ladungs-Komplex
(peptide loading complex, PLC) realisiert 1%, Die Bestandteile des PLC, erganzend zu dem
unbeladenen MHC-Molekil und des TAP1/2-Transporters, sind die Chaperone Tapasin und
Calreticulin, die Proteindisulfidisomerase (PDI) und die Reduktase ERp57 8. Tapasin vermittelt
hierbei die Bindung hoch affiner Peptidantigene an die MHC I-Molekile und bildet eine Verbindung
zwischen dem MHC |-/Chaperon-Komplex und dem TAP1/2-Transporter 8. Nach Abschluss des
Beladungsprozesses dissoziiert der MHC |-Peptid-Komplex vom PLC. AnschlieRend verlasst der
Komplex das ER Uber den sekretorischen Weg hin zur Zelloberflache und prasentiert dort die
Peptidantigene an CD8* T-Zellen 8618  Allerdings gibt es neben dem klassischen MHC I-
Antigenprasentationsweg, wie bereits angedeutet, noch die Mdglichkeit der Kreuzprasentation.
Die Kreuzprasentation wird mehrheitlich von DCs (insbesondere C D 8*IDCs 8°1%)  in geringerem
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MaRe auch von Makrophagen und B-Zellen, ausgefuihrt 144, Die Kreuzprasentation ist fur die
Bekampfung viraler und bakterieller Infektionen entscheidend, spielt aber auch bei
AbstofRungsreaktionen von Transplantaten eine Rolle. Diese alternative Form der
Antigenprasentation kann sowohl TAP/Proteasom-abhangig als auch TAP/Proteasom-unabhangig
erfolgen 1. Unabhangig von der Beteiligung von TAP und Proteasom werden die extrazellularen
Antigene zunachst Uber verschiedene Aufnahmemechanismen in die APCs aufgenommen.
Hierbei nutzen Makrophagen tberwiegend Phagozytose, wahrend DCs die rezeptorvermittelte
Endozytose nutzen 41, Die folgende Kreuzprasentation wird mehrheitlich Giber den TAP/Proteasom-
abhangigen, auch zytosolischen, Weg vermittelt %2, Dabei erfolgt zunachst eine endosomale
Vorprozessierung der extrazellularen Fremdantigene. AnschlieRend werden die Antigene Uber den
Transporter Sec61 in das Zytosol transportiert und dort im Proteasom weiter prozessiert 9,
Die generierten Peptidantigene werden dann durch den TAP1/2-Transporter dem klassischen MHC
I-Antigenbeladungsweg zugefihrt. Im Falle des TAP/Proteasom-unabhangigen, auch vakuolaren,
Weges werden die Antigene nach der endosomalen Prozessierung unmittelbar auf rezirkulierende
MHC I-Molekiile beladen und zur Zelloberflache transportiert 1%, Es wird vermutet, dass beide Wege
parallel ablaufen und somit nicht scharf voneinander zu trennen sind %,

1.2.5 Die Funktion von NK-Zellen im Immunsystem

NK-Zellen stellen neben den T- und B-Zellen eine weitere Subpopulation der Lymphozyten dar
19 Allerdings besitzen sie keine Rezeptoren fiir die spezifische Detektion von Fremdantigenen auf
der Oberflache 7. Der Schwerpunkt der NK-Zellen liegt vielmehr in der ztigigen Eliminierung sowohl
Virus- und Bakterien-infizierter als auch entarteter Zellen 19202, Die Aktivierung der
NK-Zellen und damit ihre zytotoxische Wirkung ist dabei in hdchstem Maf3e reguliert, um gesunde
und intakte Zellen vor einer falschlichen Eliminierung zu schiitzen 2°3, Die Regulierung der NK-Zell-
Aktivierung kann in diesem Zusammenhang auf verschiedene Weisen erfolgen. Zunéchst besteht
die sogenannte Anissing-selffiTheorie. Hierbei wird die Hypothese vertreten, dass die Aktivierung
der NK-Zellen auf inhibierenden Oberflachenrezeptoren (murin: Ly49; human: KIR) beruht.
Diese Rezeptoren detektieren die MHC I-Expression der Zielzellen, die unter normalen Umstanden
konstitutiv erfolgt, unter Zellstress allerdings reduziert wird °62% und so zur Aktivierung der
NK-Zellen fuihrt. Kontréar dazu basiert die Anduced-selffiTheorie auf der Annahme, dass aktivierende
NK-Zell-Rezeptoren (wie NKG2D 2%, CD16, NK1.1, NKp46 oder 2B4 2°4) Proteine, die unter
zellularem Stress exprimiert werden, erkennen und so das aktivierende Signal induzieren 294,
Alternativ kdnnen auch von APCs sezernierte Zytokine, beispielsweise Typ I-IFN, IL-12, IL-15 und
IL-18, eine Aktivierung der NK-Zellen induzieren 2%, Erneut nehmen die DCs eine Schlisselrolle ein,
indem sie nicht nur die relevanten Zytokine sekretieren (IFN-Ub ,IL-12, IL-15), sondern dariiber
hinaus eine  NK-Zell-Aktivierung  Uber  Zell-Zell-Kontakt ~ hervorrufen  kénnen 2%,
Weitere Moglichkeiten der Aktivierung sind auRerdem eine direkte bakterielle oder virale Infektion
von NK-Zellen 292207 sowie die Detektion von Pathogenen tiber PRRs. Letzterer Mechanismus wurde
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sowohl fur die TLRs als auch fir die nucleotide-binding and oligomerization domain (NOD)-
Rezeptoren und die NOD-like (NLR)-Rezeptoren beschrieben 29822, NK-Zell-aktivierenden
Rezeptoren bendtigen nachweislich die Proteinkinase C (PKC) #& fur eine langanhaltende
Signalvermittlung und die Initiierung der spezifischen Effektorfunktionen 213, In diesem Kontext
besteht die Mdglichkeit der natirlichen Zytotoxizitat. Dieser Mechanismus erfolgt ohne vorherige
Sensibilisierung und induziert daher eine schnelle Eliminierung der Zielzelle 1%. Nachdem die
NK-Zelle die Zielzelle erkannt hat, wird die Degranulierung, also die Exozytose der sekretorischen
Granula, induziert. Dieser Prozess geht zwangslaufig mit einer Remodellierung des Zytoskelettes
einher 24, Dabei werden die Uberwiegend Granzym B- und Perforin-haltigen sekretorischen Granula
durch die lytische Synapse transportiert und ihr Inhalt in den immunologischen Spalt entlassen .
Die Hauptaufgabe des Perforins ist die Permeabilisierung der Membran, so dass das Granzym B
nachfolgend in das Zytoplasma der Zielzelle entlassen werden kann. Am Zielort spaltet Granzym B
verschiedenste Proteine, wie die Caspasen, und fuihrt so zur Induktion der Apoptose °. Eine weitere
Effektorfunktion  besteht in der antikbrperabhangigen zellvermittelten  Zytotoxizitat
(antibody-dependent cellular cytotoxicity, ADCC). Diese beruht auf der Erkennung und Bindung der
Fc-Teile monomerer Immunglobulin (Ig)G-Antikorper tber den F c o-Rekeptor (CD16) von
NK-Zellen. Im Gegensatz zu der natirlichen Zytotoxizitdt muss in diesem Fall vorab eine
Sensibilisierung, klonale Expansion und Antikérperproduktion von B-Zellen stattgefunden haben 21¢,
Kommt die NK-Zelle in Kontakt mit einer antikdrperdekorierten Zielzelle, sekretiert sie IFN-0 und
zytotoxische Proteine, die zur Eliminierung der Zielzelle fuhren %, Die NK-Zell-vermittelte
Apoptoseinduktion erfolgt allerdings nicht nur Gber die Degranulierung, sondern kann in entarteten
Zellen auch Uber Liganden der TNF-Familie (wie FasL, TRAIl und TNF) induziert werden 27
Des Weiteren sezernieren aktivierte NK-Zellen verschiedenste Zytokine (IFN-o TNF-U ,GM-CSF)
und Chemokine (CCL-3, CCL-4, CCL-5), die die Eliminierung der Zielzellen ebenfalls begunstigen
218 Eine Schlusselrolle kann dabei dem IFN-2 zugesprochen werden. Einerseits erhéht IFN-o die
MHC I-Expression beziehungsweise die Expression seiner Varianten auf Tumorzellen (ULBP,
MICA/MICB) und fordert so deren Detektion. Andererseits kann IFN-2 selbst auch mafl3geblich auf
die Kontrolle des malignen Wachstums einwirken 21°. Weiterhin hat IFN-2 auch tibergreifende Effekte
auf andere Immunzellpopulationen. Einerseits kann die Differenzierung von naiven T-Lymphozyten
zu T-Helferzellen (Tul- und Tp2-Zellen) induziert und somit eine nachfolgende T-Zell-Antwort
verstarkt werden 2%, Andererseits erwies sich die NK-Zell-vermittelte IFN-2-Sekretion als bedeutend
fur die Reifung und nachfolgenden die Effektorfunktionen von DCs %?*. Das Zusammenspiel
zwischen NK-Zellen und DCs, wie auch schon in Kapitel 1.2.3 beschrieben, ist in der Abbildung 1-2

zusammengefasst.
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Abbildung 1-2: Zusammenspiel dendritischer Zellen und NK-Zellen im Rahmen der angeborenen Immunitét

Dendritische Zellen (DCs) erkennen Pathogene Uber die konservierten Mustererkennungsrezeptoren (PRRs). In Folge
kommt es zur Reifung und zur Prasentation mikrobieller Antigene Uber den MHC-Antigen-Komplex, notwendig fir die
Einleitung der adaptiven Immunantwort. AuRerdem werden DC-stdmmige Exosomen (DEX) sekretiert, die zellulare
Informationen an die nattrlichen Killerzellen (NK-Zellen) weiterleiten und diese dadurch aktivieren kdnnen. Auch NK-Zellen
kénnen Pathogene Uber verschiedene Rezeptoren (aktivierende/inhibierende Rezeptoren; PRRs) detektieren. Kommt es
zur Infektion, schuttet die aktivierte NK-Zelle zytotoxische Granula aus und sekretiert das Signalmolekil Interferon-o
(IFN-2). IFN-2 wiederum kann unreife DCs aktivieren, ihre Reifung initiieren und so die Antigenpréasentation veranlassen.

1.2.6 Immunzellfunktionen und -metabolismus unter Hypoxie

Die Sauerstoffversorgung im Organismus kann stark variieren. Eine Vielzahl aktueller
Veroffentlichungen diskutiert die Variabilitat der Sauerstoffverfligbarkeit im Basalzustand sowie
wahrend Inflammation, Tumorentwicklung oder anderer Pathologien und deren Einfluss auf die
Immunantwort 222224, Fir eine generelle Beschreibung der Sauerstoffversorgung wird zunéchst
zwischen Normoxie (20% O», 160 mmHg) und Hypoxie (< 2% O, 15 mmHg) unterschieden.
Der Begriff der Physoxie beschreibt dartiber hinaus die tatsachliche Sauerstoffkonzentration im
Gewebe, die mit etwa 5% O (38 mmHg) bemessen wird. Die Physoxia kann im Weiteren in eine
physiologische (2% O, 15 mmHg) und pathologische Physoxia (1% O», 8 mmHg) aufgeteilt werden
225, Die Verfugbarkeit dieses Sauerstoffs bedingt eine Reihe zelluléarer Prozesse, wie Proliferation,
Migration, Metabolismus und Apoptose 2, Die Reaktion auf die Veranderung in der Mikroumgebung
wird in diesem Kontext durch die Familie der Hypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktoren (HIFs)
reguliert.
b-Untereinheit und einer Sauerstoff-sensitiven U-Untereinheit (HIF-1 Uoder HIF-2 U Die Stabilitét
der U-Untereinheit wird durch die Prolylhydroxylase (PHD) und den factor inhibiting HIF (FIH,
Asparaginhydroxylase) bestimmt. Sobald die Enzyme aktiv sind, fihren sie zur Hydroxylierung der

Die dimeren Transkriptionsfaktoren bestehen aus einer konstitutiv exprimierten

HIF-U-Untereinheit, was eine proteasomale Degradation zur Folge hat 22, Kommt es zur
Inaktivierung der Enzyme, wird die U-Untereinheit stabilisiert und zum Nukleus transportiert.
Dort folgt die Formierung eines Komplexes mit der b-Untereinheit. Der Komplex bindet folglich die
hypoxia response element sequences (HRE) in den Zielgenen und vermittelt die Effektorfunktionen
226 In diesem Zusammenhang konnen neben der Sauerstoffkonzentration auch Effektormolekiile
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oder pathogene Strukturen eine Inhibierung der Hydroxylasen und damit eine
sauerstoffunabhangige Stabilisierung der HIF-U-Untereinheit initiieren 22, Dieses Phanomen wurde
unter anderem im Kontext mit LPS (?22229), TNF-U (%), ROS (%12%2) oder NO (?°%2%*) beschrieben.
HIFs regulieren (O.-abhéngig und Oz-unabhéngig) insbesondere die Effektorfunktionen und die
Versorgung von Immunzellen. Verschiedene Untersuchungen zeigen, dass die Aktivierung von HIFs
Einfluss auf die Migration, die Reifung, die immunologischen Funktionen und die metabolische
Umprogrammierung von Immunzellen nimmt 226, Bei der metabolischen Umprogrammierung, auch
Warburg Effekt 25, handelt es sich um den Wechsel von oxidativer Phosphorylierung (OXPHOS) hin
zur aeroben Glykolyse. Dieser Wechsel sichert die Energieversorgung der Zellen tiber die Glykolyse
unabhangig von der Sauerstoffverfligbarkeit und der Funktionalitit der Mitochondrien 226227,
In Makrophagen nimmt die Stabilisierung von HIFs unter anderem Einfluss auf die Phanotyp-
Polarisierung, die Beweglichkeit und die antibakterielle Abwehr 232236237 |n DCs flhrt die
HIF-Aktivierung beispielsweise zu Anderungen in der Differenzierung, der Migration, der
Antigenprasentation, der Zytokinausschuttung und dem Uberleben der Zellen 232238240 Neben den
wirtszellseitigen Auswirkungen beeinflusst die Hypoxie insbesondere intrazellulare Pathogene.
In diesem Kontext wurde gezeigt, dass Chlamydia pneumoniae zu einem frihen Zeitpunkt der
Infektion eine Aktivierung von HIF-U induziert, um das intrazellulare Uberleben unter hypoxischen
Bedingungen zu sichern 22, Fiir Mycobacterium tuberculosis 2*! und Pseudomonas aeruginosa 24
konnte beobachtet werden, dass hypoxische Umgebungen die Bakterien weniger empfindlich
gegeniiber Antibiotika machen und so das Uberleben verbessern. Zusammenfassend kann
festgehalten werden, dass Hypoxie und HIFs einen entscheidenden Einfluss auf zellulare und
pathogene Prozesse und auf die Wirts-Pathogen-Interaktion nehmen.

1.2.7 Die Immunbiologie einer C. burnetii -Infektion

An der Erkennung und Bekampfung der intrazellular-replizierenden Coxiellen sind sowohl das
innate als auch das adaptive Immunsystem beteiligt. Zu den initialen Zielzellen der Bakterien
gehoren neben Monozyten und Makrophagen 243244 auch DCs "*. Die Aufnahme erfolgt dabei Uiber
die rezeptorvermittelte Endozytose, wie in Kapitel 1.1.2 beschrieben “*. Im Kontext der
Makrophagen-Infektion induziert C. burnetii eine Polarisierung der Zellen in den M2-Phanotyp,
welcher mit der Sekretion anti-inflammatorischer Zytokine (TGF-b ,IL-1ra, IL-19) assoziiert ist 24°,
Daruber hinaus unterdrickt C. burnetii (virulent, NMI und avirulent, NMIl) die MHC-
Antigenprasentation infizierter Makrophagen “°. Diese Form der Immunsubversion wurde ebenfalls
fur DCs beschrieben, in diesem Fall allerdings nur bei der Infektion mit dem virulenten Coxiellen-
Stamm ’4. Da eine Immunzellaktivierung auch (ber die bereits beschriebenen PRRs ausgeldst
werden kann, ist die Untersuchung dieser Rezeptoren im Fokus aktueller Untersuchungen.
In murinen und humanen Infektionsmodellen wird eine mogliche Beteiligung von TLR1
(Peptidoglycan-/Lipoprotein-Erkennung), TLR2 (Lipoprotein-Erkennung), TLR4 (LPS-Erkennung)
und TLR6 (Lipoprotein-Erkennung) im Kontext der C. burnetii-Infektion untersucht 246247 Auch fur
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die intrazellularen NLRs (wie NODZ2) wird eine mdgliche Beteiligung wahrend der Infektion
beschrieben 2%, Weiterhin ist in diesem Zusammenhang auch der Einfluss des genetischen
Polymorphismus der PRRs im humanen System untersucht worden. Hierbei zeigte sich, dass
bestimmte genetische PRR-Varianten mit einer erhdohten Wahrscheinlichkeit einhergehen,
chronisches Q-Fieber zu entwickeln 2. Basierend auf den Untersuchungen zu den TLRs wird
angenommen, dass das Ph |-Coxiellen-LPS maskierend auf diese Rezeptoren wirkt, um weitere
Antagonisten zu inhibieren. Diese Annahme wird als mogliche Erklarung fur die Beobachtung
herangezogen, dass die avirulenten Coxiellen im Vergleich zu den virulenten Bakterien in murinen
Infektionsmodellen eine robuste DC-Reifung und Tyl Immunitat anregen, da das verkurzte Ph II-
LPS immunologisch reaktiver ist 7424%. Es bestehen allerdings auch erweiterte Erklarungsansatze
zur Immunologie des Coxiellen-LPS. Diese Hypothesen beschreiben Ph |- und Ph II-Bakterien
weniger als unabhangige, distinkte Populationen, sondern vermuten vielmehr einen
Evasionsmechanismus durch einen aktiven Wechsel von Ph Il auf Ph | wahrend der Infektion im
Wirt. Grundlegend dafur sind klinische Daten. Bereits eine sehr friihe Untersuchung beschreibt einen
reversiblen Phasenwechsel. In diesem Fall wurden die Bakterien unter in vitro Bedingungen
kultiviert, was zum Verlust des Ph I-LPS flihrte. Im Rahmen einer experimentellen Infektion konnte
dann das Ph I-LPS wieder detektiert werden, ein Hinweis auf eine reversible Transformation ™.
Weitere klinische Daten stiitzen diese friihen Ergebnisse Uber die Detektion phasenspezifischer
Antikorper. Im Infektionsverlauf mit virulenten Bakterien zeigte sich zunachst eine Antikdrperreaktion
im Kontext mit Ph 1I-LPS und erst zeitlich verzdgert im Kontext mit Ph I-LPS 2°°, Damit zeigt die akute
Q-Fieber-Infektion eine Antikdrperdominanz gegenuber Ph II- und die chronische Q-Fieber-Infektion
eine Antikorperdominanz gegeniiber Ph I-Antigenen 2°12°3, Es wird vermutet, dass das verkirzte
Ph II-LPS ein natirlicher Bestandteil der virulenten full-length LPS-Coxiellen ist und darauf
aufbauend auch eine Immunitat gegeniiber Ph I- und Ph II-LPS zu erwarten ist %%, In diesem
Zusammenhang haben bereits sehr frihe Studien vermutet, dass das Ph I-LPS eine Rolle bei der
Erkennung, Zuganglichkeit und Bindung von Antikorpern spielt *°. Aktuelle Untersuchungen
beschreiben dieses Phanomen auch als Anmunological decoyfi. Hierbei wird das Ph 1I-LPS als
Ablenkungsmechanismus eingesetzt, der es den Bakterien ermdglicht, den Wirt zu infizieren und
eine Immunreaktion gegen das Ph I[I-LPS zu initieren, wahrend das komplexere Ph I-LPS
synthetisiert wird. Die resultierenden Antikorper basierend auf dem Ph [I-LPS sind somit nicht
protektiv gegeniiber den transformierten full-length LPS-Coxiellen. Die Immunantwort gegen das Ph
I-LPS kann daher erst verzogert eingeleitet werden und verschafft den Coxiellen einen zeitlichen
Vorteil fur die Verbreitung und Replikation im Wirt °. AuRerdem erzeugt das Phanomen der LPS-
Ermidung/Toleranz eine Maskierung der weiteren Infektion, da das bakterielle LPS nicht weiter Giber
die Immunzellrezeptoren erkannt wird "*"8 (dazu auch Kapitel 1.1.3). Diese Annahme wird durch die
Analyse der an der LPS-Synthese beteiligten Gene gestitzt. Es konnte beobachtet werden, dass
zwei der sechs beteiligten Gene essenziell fir die Elongation von Ph Il zu Ph | sind 2%
Zusammenfassend zeigt sich eine groRe Variation an Hypothesen und Erklarungsansatzen, die im
Rahmen weiterer Studien zu untersuchen sind, um die vollstdndigen Funktionen des Coxiellen-LPS
aufzuklaren.
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Infolge einer erfolgreichen Antigenpréasentation aktivierter APCs wird die adaptive
Immunantwort eingeleitet. Dieser scheint eine grof3e Bedeutung zuzukommen, denn Maussysteme
mit fehlender T- und B-Zellimmunitat zeigten in diesem Zusammenhang eine starke C. burnetii-
Infektion 8025725 |n  Vergleichsstudien, in denen die T-Zell-Antwort, nicht aber die
antikbrpervermittelte B-Zell-Immunitat ausgeschaltet wurde, konnte ebenfalls keine Eliminierung der
Infektion erreicht werden. Allerdings konnte der Transfer von CD4* und CD8" T-Zellen in
immunschwache SCID-Mause die Kontrolle der Infektion wiederherstellen 2%°. Als besonders
relevant hat sich dabei die Th1l-vermittelte Immunantwort herausgestellt 4. Bestatigt wird dies durch
ein murines Infektionsmodell, in dem die Mause mit einer verringerten oder ausbleibenden IFN-o-
Ausschuattung hohe Mortalitatsraten aufweisen. Die Bedeutung von IFN-2 als das Schliisselzytokin
einer Tyl-Zell-Antwort wird dadurch Gberaus deutlich 2°’. Es wurde dartber hinaus beschrieben,
dass die IFN-2-Aktivierung infizierter Zellen die C. burnetii-Replikation durch die Produktion von ROS
und RNS hemmen kann 260262 Gleichzeitig sind die Bakterien jedoch im Stande, die ROS-Produktion
tber die Sekretion einer sauren Phosphatase zu blockieren 263, Es besteht die Hypothese, dass
dadurch die Bildung des Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH)-Oxidase-Komplexes
verhindert wird 264, Die RNS-Produktion bedingt die Neusynthese von iNOS wird beispielsweise nach
TLR-Stimulation 265 oder durch die Induktion pro-inflammatorischer Zytokine 2% initiiert.
Das beschriebene Ausbleiben einer solchen Stimulation fihrt in infizierten Makrophagen
schlussfolgernd nicht zu einer entsprechenden RNS-Synthese 2%°. Allerdings konnte unter Zugabe
von IFN-9 flr in vitro-Systeme mit Fibroblasten und Makrophagen gezeigt werden, dass das Zytokin
eine partielle Kontrolle der Infektion tiber die Produktion von ROS und/oder RNS ermdglicht 260-261.267,
Ferner wird fur die Kontrolle einer akuten Q-Fieber-Infektion auRerdem die Bildung von Granuloma
als relevant diskutiert 4. Eine grundlegende Beteiligung von Tul-Zellen konnte auch fur die
Granulomabildung nachwiesen werden #4. Welcher genaue Mechanismus zur T-Zell-Aktivierung
fuhrt, kann durch die derzeitige Studienlage nicht geklart werden. Die B-Zell-vermittelte
Immunantwort zeigte, wie oben beschrieben, in vivo im Vergleich zu der T-Zell-vermittelten
Immunitat keinen erheblichen Einfluss auf die Klarung der Infektion. Dennoch vermuten mehrere
Studien einen positiven Sekundareffekt auf Basis der Antikdrperproduktion °°2%8, |In Tier und
Mensch konnte eine Antikérperantwort sowohl nach einer priméren C. burnetii-Infektion als auch
nach Injektion von C. burnetii-Antigenen nachgewiesen werden 28269271 \Wahrend der akuten
Infektion wurden spezifische IgM Antikdrper gegen Ph | und spezifische IgM, IgA und IgG Antikorper
gegen Ph lI-Coxiellen detektiert. Im Verlauf der chronischen Infektion wurden ausschlief3lich IgA und
IgE detektiert 2’2, Neben den T-Lymphozyten als IFN-2-Produzenten wurde auch die Beteiligung von
IFN-2-produzierenden NK-Zellen an der C. burnetii-Infektion untersucht. Die limitierende Datenlage
zeigt, dass die NK-Zellen &hnlich den B-Zellen keinen Einfluss auf die Klarung der Infektion nehmen.
Jedoch lie3 sich weiter beobachten, dass es unter NK-Zell-Depletion zu einer schwereren
Histopathologie kommt %7, In diesem Zusammenhang konnten ebenfalls etwaige Sekundareffekte
von NK-Zellen wéhrend der Coxiellen-Infektion vermutet werden.
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1.3 Zellautonome Abwehrmechanismen des Immunsystems

Im Kontext der zellautonomen Immunitat spielen Signalmolekile wie pro-inflammatorische
Zytokine eine bedeutende Rolle fir die Induktion und Effektivitat der Abwehrmechanismen.
Eine Gruppe stark regulierender Signalmolekile sind die IFNs 273274 Die IFNs werden nach
aktuellem Forschungsstand in drei Subtypen unterschieden, Typ | IFN (IFN-U,IFN-b ) Typ |l
IFN (IFN-2) und Typ Il IEN (IFN-a- ) Die jeweiligen Liganden binden spezifische Rezeptorkomplexe
und induzieren daher verschiedene Signalkaskaden. Typ | und Il IFN-vermittelte Signale verlaufen
Uber signal transducer and activator of transcription 1 (STAT1)-Heterodimere, wohingegen Typ |l
IFN-Signale Uber STAT1-Homodimere weitervermittelt werden. Die jeweiligen STAT1-Molekile
werden in Folge durch assoziierte Tyrosinkinasen (Janus kinases, JAKs und tyrosine kinase 2,
TYK2) phosphoryliert. Im Falle von Typ | und lll IFN-Signalen formen die phosphorylierten
STAT1/STAT2-Heterodimere einen gemeinsamen Komplex mit IFN-regulatory factor (IRF) 9,
welcher als IFN-stimulated gene factor (ISGF) 3 bezeichnet wird. Dieser Komplex verlagert sich in
den Zellkern und bindet dort IFN-stimulated response elements (ISREs) in den Promotorregionen
entsprechender Effektorgene. Die phosphorylierten STAT1-Homodimere der Typ Il IFN-
Signalvermittiung (auch GAF) werden unmittelbar zum Nukleus translokalisiert und binden dort
IFN-o-activated site (GAS) Protomorregionen 275, Typ Il IFN kommt im Zusammenhang mit der
Bekampfung bakterieller Infektionen eine besondere Rolle zu 261:27627° Daher werden im Folgenden
die dominanten Wirkungsmechanismen tber das GTPase-, das NADPH-Oxidase 2 (NOX2)/ROS-
und das iINOS/NO-System (Abb. 1-3) genauer betrachtet.
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Abbildung 1-3: IFN-2-regulierte, zellautonome Immunitdtsmechanismen in APCs

Wird eine Antigen-prasentierende Zelle (APC) infiziert, ermdglicht das Signalmolekil Interferon-o (IFN-2) eine starke
Induktion verschiedener zellautonomer Immunitatsmechanismen. Die induzierten Guanylat-bindenden Proteine (GBPs)
dekorieren die parasitophoren Vakuolen eingedrungener Erreger, induzieren autophagosomale Eliminierung und
Inflammasom-Aktivierung. AuBerdem interagieren sie mit der NADPH Oxidase (NOX2), die ebenfalls durch IFN-2 induziert
wird. Es folgt die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS, wie H202 oder O2*). Gleiches gilt fiir die induzierbare
NO-Synthase (INOS), welche reaktive Stickstoffspezies (RNS, NOA produziert. Eine Kombination von ROS und RNS fiihrt
zur Bildung weiterer Radikale, exemplarisch gezeigt Peroxynitrit (ONOO").

1.3.1 Die Funktion en des GTPase-Systems

Die GTPase-Proteinfamilie kann in drei Mitglieder, die Mx-Proteine, die p47 GTPasen/immunity-
related GTPases (IRGs) und die p65 GTPasen/GBPs aufgeteilt werden. Die Genexpression aller
Mitglieder, mit Ausnahme der Mx-Proteine, wird besonders stark durch IFN-2 induziert 27
Die Mx-Proteine hingegen werden durch Typ | und Typ Il IFNs induziert 278289284 \Weiter zeigen die
Mx-Proteine speziell eine starke antivirale Funktion, so dass schon sehr frilh beschrieben werden
konnte, dass diese Proteine mitverantwortlich fiir die Resistenz gegentiber Influenzaviren sind 285286,
Die p47 GTPasen/IRGs werden dominant tber IFN-o induziert, kbnnen aber auch tber Typ | und
Typ 1l IFNs oder LPS aktiviert werden 28, Angriffspunkt dieser GTPasen sind intrazellulare Erreger
(zytosolisch und vakuolar), in dem sie den Transfer zu den Lysosomen vermitteln oder direkten
Einfluss auf die Zerstérung des Erregerkompartiments oder den Erreger selbst nehmen. So wurde
der Einfluss der p47 GTPasen/IRGs auf die Eliminierung von beispielsweise Mycobacterium
tuberculosis, Toxoplasma gondii, Listeria monocytogenes, Chlamydia trachomatis und
Chlamydophila psittaci beschrieben 282:288-2% Eine vergleichende Wirkung wurde bisher nicht im
humanen System nachgewiesen 2°. Die p65 GTPasen/GBPs werden &hnlich zu den p47
GTPasen/IRGs hauptsachlich durch Typ Il IFN (IFN-2 )nduziert, wenngleich auch eine Aktivierung
der Genexpression durch IFN-U JFN-b JL-1 Ull-1 fund TNF-Unachgewiesen wurde 273, Im murinen
System konnte dariiber hinaus flr einige p65 GTPasen/GBPs (GBP1-GBP5) ebenfalls eine
Induktion in Anwesenheit von LPS gezeigt werden 2%, Auch die p65 GTPasen/GBPs sind an der
Bekampfung intrazellularer Pathogene beteiligt. Beschrieben wurde diese im Rahmen von murinen
Infektionsmodellen firr Listeria monocytogenes, Toxoplasma gondii und Mycobacterium bovis
27828229 GBP1 erscheint dabei maRgeblich fur die IFN-o-induzierte Abwehr der intrazellularen
Pathogene Uber Xenophagie, also die selektive Autophagie 276:277:279.297-299 Deg Weiteren wurde flr
die p65 GTPasen/GBPs eine direkte Interaktion mit einem IFN-o-induzierbaren Mechanismus
zellautonomer Immunitat, dem ROS-System, gezeigt. In Anwesenheit von IFN-2 erleichtern p65
GTPasen/GBPs die Aktivierung notwendiger NOX2 Holoenzyme und rekrutieren zytosolische
Untereinheiten des NOX2-Komplexes in Richtung bakterieller Vakuolen von Listeria monocytogenes
und Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin 22, Ferner wurde nachgewiesen, dass eine
IFN-o-aktivierte GTPase leucinerich repeat kinase 2 (LRRK2) die NOX2 Aktivitdt gegeniiber
Salmonella Typhimurium férdert 3.
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1.3.2 Die Funktion en des NOX2/ROS-Systems

Das NOX2/ROS-System beruht auf der Freisetzung von ROS. Darunter werden sowohl
chemisch reaktive (ein oder mehr freie Elektronen) Radikale als auch nicht-reaktive (keine freien
Elektronen) Sauerstoffderivate verstanden %401, F{r die Ausschittung dieser Molekile sind
Enzyme der NADPH-Oxidase (NOX)-Familie verantwortlich. Zu dieser gehdren NOX1-5 sowie die
Dual-Oxidasen (DUOX) 1 und 2, wobei NOX2 im humanen System den Hauptanteil an der ROS-
Produktion ausmacht und daher eine zentrale Rolle in der Eliminierung von Pathogenen einnimmt
104 NOX2 besteht aus zwei Transmembran-Heterodimeren, gp91°"™ und gp22°"*
(zusammengefasst auch als Cytochrom b558 bezeichnet) und weiteren vier regulatorischen
Untereinheiten (p40P"*, p47P"* p67°"* und der GTPase Rac2). Die zytosolisch vorliegenden
Untereinheiten sind fir Aktivierung und Stabilisierung von NOX2 verantwortlich, denn nur der
funktionale Komplex aus Heterodimeren und Untereinheiten ist zum Elektronentransfer in der Lage,
der die intrazellulare oder extrazellulare Ausschiittung ROS ermdglicht *1. Im Ruhezustand liegen
die Transmembran-Heterodimere gp91°"™* und gp22°"™* in Vesikeln vor 3%2. Kommt es zur
Aktivierung, wird das inaktive Guanosindiphosphat (GDP)-gebundene Rac2 in aktives
Guanosintriphosphat (GTP)-gebundenes Rac2 konvertiert und ermdglicht die Rekrutierung der
Heterodimere zur Zielmembran 3%, Die folgende Phosphorylierung von p47°"* erméglicht die eigene
Stabilisierung und die Interaktion mit gp22°"* am Heterodimer-Komplex. Weiter werden auch p67°"*
und p40°" aus dem Zytosol zur Membran rekrutiert und phosphoryliert 34, Die Interaktion von
phosphoryliertem  p67°", Rac2 wund den Heterodimeren erzeugt die notwendige
Konformationsanderung fiir den Elektronentransport und somit die ROS-Produktion 3%, Die Rolle
der phosphorylierten p40P"* Untereinheit ist nicht eindeutig geklart, scheint aber gemeinsam mit
p67°"°* einen Einfluss auf Aktivierung und Regulierung von NOX2 zu haben 2%, Der Einfluss von
IFN-2-induzierter NOX2 in Kooperation mit GTPasen in der Immunabwehr wurde bereits in Kapitel
1.3.2 beschrieben. Freigesetzte ROS kdnnen dabei unmittelbar mit DNA, Lipiden oder Proteinen
interagieren und diese schadigen 10214, NOX-induzierte ROS, wie H,O und Oz, zeigten dabei einen
negativen Einfluss auf die Vitalitdt einer Vielzahl von Erregern, unter anderem Escherichia coli,
Staphylococcus aureus %4, Mycobacterium tubercolosis 3°72% oder C. burnetii ?61. Die Effizienz der
bakteriellen Abwehr hangt dabei entscheidend von der Wirtszelle ab. So wird fir Makrophagen eine
effiziente ROS-vermittelte Eliminierung der Pathogene beschrieben, wohingegen ROS in DCs
mehrheitlich zu einer verstarkten Kreuzprasentation, weniger zur Bekdmpfung der eindringenden
Pathogene flihrt 309311,

1.3.3 Die Funktion en des iINOS/NO-Systems

Die Wirkungsweise des iNOS/NO-Systems erfolgt ahnlich dem NOX2/ROS-System Uber die
Generierung von Radikalen. Verantwortlich dafur ist die Familie der NO-Synthasen (NOSs). Fir die
NOSs sind drei Subtypen mit einer Sequenzhomologie von 50-60% beschrieben, die anhand der
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Gewebespezifitat differenziert werden 32, Unterschieden wird dabei zwischen endothelialer NOS
(eNOS, auch NOS 1), induzierbarer NOS (iNOS, auch NOS II) und neuronaler NOS (nNOS, auch
NOS Ill) 33315 iNOS und eNOS liegen dabei in geloster Form vor, wahrend eNOS als
membrangebunden beschrieben wird 3¢, Weiter finden sich Unterschiede in der Wirkungsweise der
NOSs. In diesem Kontext zeigen eNOS und nNOS auch im Ruhezustand eine konstitutive Aktivitat,
sind aber dartiber hinaus tber Kalzium und Kalmodulin induzierbar 32, Die Hauptfunktion von eNOS
liegt dabei in der Regulation des Gefaldtonus, wohingegen nNOS mdéglicherweise in der retrograden
Signaltbertragung der Synapsen liegt 3'’. Infolge der Induktion wird NO in geringen bis moderaten
Mengen generiert und bindet Hameisen ldslicher Guanylatzyklasen (cyclic guanylate cyclase, cGC),
um zyklisches Guanosinmonophosphat (cyclic guanosine monophosphate, cGMP) zu aktivieren.
cGMP ist als second messenger in der Lage, eine Vielzahl weiterer Mediatoren, wie lonenkanéle,
Proteinkinasen oder Phosphodiesterasen, zu aktivieren. Auf3erdem nimmt cGMP ebenfalls Einfluss
auf die intrazellulare Kalziumkonzentration und die Muskelspannung 3. Im Gegensatz dazu wird
iINOS nicht von ruhenden Zellen exprimiert, ist aber Uber verschiedene immunstimulierende
Molekile, wie IFN-0 oder LPS, induzierbar. Infolgedessen kommt es zu einer vergleichsweise
starken NO-Produktion, die auRerdem (im Gegensatz zu eNOS und nNOS) unabhangig von der
intrazellularen Kalziumkonzentration ist 31°32°, Des Weiteren wurde kirzlich eine weitere NOS, die
mitochondriale NOS (mtNOS) beschrieben. Wie nNOS und eNOS wird fir mtNOS eine
Kalziumabhangigkeit beschrieben. Die Funktion der mtNOS wurde in Nager-Modellen
nachgewiesen und zeigt eine Funktion im Rahmen der mitochondrialen Bioenergetik 321323 Die
genaue Regulation sowie die Interaktion mit anderen NOSs ist allerdings derzeit noch ungeklart 324,
Unabhangig von der jeweiligen Spezifitdt der einzelnen Enzyme erfolgt die Biosynthese des
schnelllebigen freien Radikals NO. Ausgangssubstrat ist dabei L-Arginin. L-Arginin reagiert in
Anwesenheit von O, und NADPH (Elektronendonor) zu dem Intermediat N*-Hydroxy-L-Arginin und
in einem zweiten Oxidationsschritt zu L-Citrullin und NO. Die Monooxygenase I- und ll-vermittelte
Reaktion verlauft unter Einbeziehung diverser Kofaktoren (Ham, Flavinmononukleotid (FMN),
Flavinadenindinukleotid (FAD) und Tetrahydrobiopterin (H4B, THB)), die die Elektroneniibertragung
ermdglichen 312315325 Eg pesteht auch die Moglichkeit einer nicht-enzymatischen NO-Synthese auf
Basis von Nitrit und einer Umgebung mit niedrigem pH-Wert und reduzierenden Bedingungen
(beispielweise vorliegend in Magen, auf der Hautoberflache oder im Ischamie-Herz). Es wird
angenommen, dass die Funktionen von nicht-enzymatisch- und enzymatisch-generiertem NO
vergleichbar sind, die generelle Bedeutung und Beziehung zu den NOSs sind derzeit allerdings noch
ungeklart 326328 Das hergestellte NO fungiert sowohl als second messenger 3%, hat aber auch
Einfluss auf die Physiologie *3%332 und bei der Bekampfung von eindringenden Pathogenen, unter
anderem Leishmania major 333334 Mycobacterium tubercolosis, Listeria, Rickettsia, Chlamydia
153,335,336 ynd C. burnetii 26%261, Im Zusammenhang mit der Radikal-vermittelten zellularen Immunitét
wird dartber hinaus beschrieben, dass das NOX2/ROS-System und das iNOS/NO-System
ineinandergreifen. Die toxischen Produkte (wie Hydroxyl-Radikale, hypochlorige Anionen,
Stickstoffdioxid oder Peroxynitrit), die aus der Reaktion der Radikale beider Systeme entstehen,
konnen die einzelne Wirkung beider Systeme noch verstarken 337:338,
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

DCs gehoren als professionelle APCs zu der first-line-of-defense, den ersten Immunzellen, die
wahrend einer Infektion mit den eindringenden Pathogenen sehr friih in Kontakt treten. Sie sind in
der Lage, Erreger Uber verschiedenste Oberflachenrezeptoren zu detektieren, aufzunehmen und
proteolytisch zu prozessieren. Durch ihre Fahigkeit zur MHC-vermittelten Antigenpréasentation
kénnen sie die spezifischen antigenischen Peptide des Erregers auf ihrer Oberflache prasentieren
und sind damit essenziell fur die Vermittlung zwischen innatem und adaptivem Immunsystem sowie
die Ausrichtung der nachgeschalteten Immunantwort. Die Uber DCs initialisierte T-Zell-Immunitat
scheint essenziell fur die erfolgreiche Abwehr einer C. burnetii-Infektion und eine effiziente
Bakterieneliminierung zu sein. Ungeachtet dieser zentralen Aufgabe und Bedeutung sind die
zellularen sowie pathogenen Prozesse wahrend einer Coxiellen-Infektion in DCs bis heute nicht
ausreichend verstanden. Vor allem mit Blick auf die initiale Infektionsphase und dem damit
verbundenen Auftreten von LPS Ph II-Coxiellen bestehen noch erhebliche Unklarheiten im Feld der
zoonotischen Infektionsforschung. Ein wichtiges Ziel dieser Promotionsarbeit war daher die
molekularen, zellbiologischen und immunologischen Ablaufe fur Coxiellen-infizierte DCs im Kontext
der Funktionsreifung und MHC I-Antigenprasentation zu charakterisieren und ein besseres
immunologisches und zellbiologisches Verstandnis der wechselseitigen DC-Pathogen-Interaktion zu
schaffen. Auf Grundlage bereits vorangegangener Forschungsarbeiten scheint vor allem das
pro-inflammatorische Zytokin IFN-2 einen maf3geblichen Anteil an der erfolgreichen Immunabwehr
von APCs gegen Coxiellen zu haben. Allerdings fehlen bisher detaillierte Studien zur anti-Coxiellen
Abwehr in infizierten DCs unter Einfluss dieses wichtigen Zytokins. Entsprechendes gilt auch fur die
Einflussnahme des umgebenden Sauerstoffgehalts wahrend der Coxiellen-Infektion und
Immunabwehr. Hypoxie ist ein wichtiges Kennzeichen fir infizierte, entziindete und beschadigte
Gewebe, nimmt Einfluss auf die Effektorfunktion und Zytokinausschittung von Immunzellen und ist
zudem eng mit dem Uberleben infizierter Wirtszellen und intrazellularer Pathogene verbunden.
Somit ist ein weiterer zentraler Punkt dieser Promotionsarbeit die zellbiologische Aufklarung des
durch IFN-2-vermittelten Einflusses auf C. burnetii im Verlauf einer DC-Infektion sowohl unter
normoxischen wie auch hypoxischen Bedingungen.

Fiur die Produktion des APC-stimulierenden IFN-2 sind vor allem zwei Zellpopulationen, die
T- und die NK-Zellen, verantwortlich. Wé&hrend die funktionale Beteiligung von T-Zellen,
insbesondere die der Tnl-gerichteten T-Zell-Antwort, in vorherigen Untersuchungen zu Coxiellen-
Infektionen eingehend untersucht wurde, ist die Bedeutung von NK-Zellen, die ebenfalls zur
first-line-of-defense zahlen, in diesem Infektionskontext bisher noch ungeklart. Erste Studien lassen
zwar eine Teilnahme an der anti-Coxiellen Abwehr vermuten, eine genaue Analyse Coxiellen-
infizierter NK-Zellen wurde jedoch bisher nicht durchgefuhrt. Somit stellt die Charakterisierung der
Coxiellen-Infektion von NK-Zellen einen weiteren Fokus dieser Arbeit dar. In diesem
Zusammenhang wird insbesondere die Frage geklart, ob NK-Zellen ebenfalls als Wirtszellen von
C. burnetii dienen und Uber ihre zellautonome zellulare Selbstverteidigung zur friihen Coxiellen-
Abwehr beitragen. Die Erkenntnisse dieser Promotionsarbeit ermdglichen ein besseres und tieferes
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Verstandnis der C. burnetii-Infektion von DCs und NK-Zellen, die als wichtige Komponenten des
innaten Immunsystems frih mit dem Pathogen Kontakt aufnehmen und wegweisende Schritte der
nachgeschalteten Immunantwort einleiten und lenken. Ferner tragen die neuen Erkenntnisse zum
IFN-2-Einfluss auf die DC-Infektion mit seinen funktionalen Konsequenzen fir die Wirts-Pathogen-
Interaktion zu einem besseren Verstandnis der C. burnetii-Infektion und zellautonomen
Selbstverteidigung von Immunzellen wahrend der frihen Phase antibakterieller Immunreaktionen
bei.
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2. Material

2.1 Biologisches Material

2.1.1 Bakterienstamme
Tabelle 2.1 Verwendete Bakterienstamme

Name

Herkunft

Coxiella burnetii Nine Mile Il RSA 439
tdTomato Coxiella burnetii Nine Mile Il RSA 439
Coxiella burnetii Nine Mile Il RSA 439

DotA(T4SS)
nicht-avidrer Chlamydia psittaci DC15 (S2)

PD Dr. Anja Luhrmann,
Universitatsklinikum, Erlangen

Michael Mauermeir & PD Dr. A.
Lihrmann, Universitatsklinikum, Erlangen
PD Dr. Anja Lihrmann,
Universitatsklinikum, Erlangen
Friedrich-Loeffler-Institut, Jena

2.1.2 Zellen und Zelllinien
Tabelle 2.2 Verwendete Zellen und Zelllinien

Name Beschreibung Herkunft
Zelllinien
L929 murine Fibroblasten, adharent ATCC, CCL-1
murine unreife dendritische Zellen, semi- ATCC, CRL-11904
JAWS Il .
adharent
KG-1 humane, myeloide Leukamiezellen, DSMZ, ACC14
Suspension
KY-2 muriner NK-Zellklon, adhérent Dr. W. Yokoyama, St. Louis
. . Dr. Bjorn Corleis, Friedrich-
RAW 264.7 murine Makrophagen, adhéarent Loeffler-Institut, Riems
Primarzellen
Primare aus dem Knochenmark gewonnene, C57BL/6 Mause
Dendritische Zellen murine dendritische Zellen, semi-
adharent
Priméare NK-Zellen aus der Milz gewonnene, murine NK- C57BL/6 Mause

Zellen, adharent

2.2 Medien und Medienzusatze
Tabelle 2.3 Verwendete Medien und Medienzuséatze

Name

Herkunft

Amphotericin B

Fetales Rinderserum

GM-CSF, murin

IL-2, rekombinant, murin

| s c oWMedfied Dul b e cMedidns(IMDM)
| s c o WMedfied Dul b e cMedidns(IMDM)
Phenolrot-frei

Penicillin

Sigma-Aldrich, Deutschland

Pan Biotech/Bio&Cell, Deutschland/USA
Invitrogen, Deutschland

Miltenyi Biotec, Deutschland

Gibco, Deutschland

Gibco, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
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Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640

Streptomycinsulfat
Trypsin

Sigma-Aldrich, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland

2.3 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2.4 Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Name Herkunft

5x PCR Mastermix Ready to Load Bio&Sell, USA

Acetic acid AppliChem, Deutschland
Aceton Invitrogen, Deutschland
Acrylamid Carl Roth, Deutschland
Agarose Invitrogen, Deutschland

Ammoniumpersulfat (APS)
Ammoniumsulfat
Bleiactetat

Bovines Serum Albumin, Fraktion V (BSA)

Bromphenolblau

C. burnetii Control Antigen Ph |
C. burnetii Antigen Ph |

C. burnetii Control Antigen Ph Il
C. burnetii Antigen Ph Il
Chloroform

Chloroquine

Chloramphenicol
Cobaltchlorid (CoCly)
Complete Proteaseinhibitor
Coxevac®

Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNA-free H.O

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Fc-R Blocking Reagent, mouse
Geniticin (G418)

Glycerin

Glycin

Granzym B

Griess Reagenz (modified)
Harnstoff

HEPES

IFN-0 rekombinant, human
IFN-0 rekombinant, murin
Image-i T Breen Hypoxia Reagent
lonomycin

Isopropanol

Kalziumchlorid
Kalciumdihydrogenphosphat
Kalciumhydrogenphosphat
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydrogenphosphat
Kohrsolin

Sigma-Aldrich, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Serva, Deutschland

Carl Roth, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Virion/Serion, Deutschland
Virion/Serion, Deutschland
Virion/Serion, Deutschland
Virion/Serion, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Invitrogen, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Roche, Deutschland

Ceva Santé Animale, Frankreich
Merck, Deutschland
Qiagen, Deutschland

Carl Roth, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Serva, Deutschland
Miltenyi Biotech, Deutschland
Corning, USA

Merck, Deutschland

Carl Roth, Deutschland
R&D Systems, USA
Sigma-Aldrich, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Serva. Deutschland
Invitrogen, Deutschland
Gibco/Invitrogen, Deutschland
Invitrogen, Deutschland
InvivoGen, USA

Merck, Deutschland

Merck, Deutschland

Merck, Deutschland

Carl Roth, Deutschland
Merck, Deutschland

Merck, Deutschland

Carl Roth, Deutschland
ThermoFisher Scientific, UK
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Lipopolysaccharid (LPS)
LysoTracker®

MassRuler (DNA Ladder)
Milchpulver

Microbial DNA-free water

N, N, N 6N @retramethylethylendiamin (TEMED)
Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Nuclease free water

n-Octylglucopyranosid

Oxoid Mounting Fluid

Oxygen Absorber

Oxygen Indicator (AgelessEye®)
PageRulerTM (Protein Ladder)
Paraformaldehyd (PFA)

Phenolrot
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)
Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

Pi e r EELEWestern Blotting Substrate

Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonolaurat (Tween 20)
Ponceau S Natriumsalz

Pr o L o nGglB Antifade Mountant with DAPI
Protein G-Sepharose

Saponin

iTag Universal SYBR Green Supermix
t-Octoylphenoxypolyethoxyethanol (Triton X-100)
Trifluoressigsaure (TFA)
Trinatriumcitrat-Dihydrat

Tris

Trizol (peqGold TriFast)

TNF-U rekombinant, murin

Wasserstoffperoxid,3 0 %
b-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Deutschland
CellSignaling, USA
ThermoFisher Scientific, Litauen
Heirler-Cenovis, Deutschland
Qiagen, Deutschland
ThermoFisher Scientific, UK
Sigma-Aldrich, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Merck, Deutschland

Merck, Deutschland
Promega, USA

Santa Cruz Biotechnology,
Deutschland

ThermoFisher Scientific,
Deutschland

O2frepak, China

Long Life for Art, Eichstetten
ThermoFisher Scientific, Litauen
Merck, Deutschland

Merck, Deutschland
InvivoGen, USA
Sigma-Aldrich, Deutschland
ThermoFisher Scientific,
Deutschland

BDH Laboratory Supplies, UK
Sigma-Aldrich, Deutschland
Invitrogen, Deutschland

GE Healthcare, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Bio-Rad, USA
Sigma-Aldrich, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Merck, Deutschland
Invitrogen, Deutschland
Peglab, Deutschland
ThermoFisher Scientific,
Deutschland

Merck, Deutschland

Merck, Deutschland

2.4 Antikorper

2.4.1 Primé&rantikorper

Die in der folgenden Liste angegebenen Primarantikorper wurden in verschiedenen Methoden

eingesetzt. Zur Ubersichtlichkeit wurden die Methoden mit jeweiligen Kiirzeln versehen.

Im Folgenden wird die Durchflusszytometrie mit FACS, der Western Blot mit WB und die

Immunfluoreszenz mit IF abgekurzt.
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Tabelle 2.5 Verwendete Primarantikdrper

Protein Ursprung Anwendung Herkunft
PD Dr. Ingrid Haas
BiP (GRP78) Maus, mono WB, 1:200 (em.), Max-Planck-
Institut, Freiburg
CD107a (LAMP1) Ratte, mono FACS, 1:2000 abcam, UK
coxHSP60 Maus, mono WB, 1:1000 Enzo L_|fe Sciences,
Schweiz
) ) ) . PD Dr. Anja Luhrmann,
Coxll Kaninchen, poly IF, 1'5_000’ FACS, 1:5000; Universitatsklinikum,
WB, 1:10.000
Erlangen
GAPDH Maus, mono WB, 1:20.000 Millipore, USA
. ] ThermoFisher
GBP1 Kaninchen, poly WB, 1:500 Scientific, Dtl.
Santa Cruz
GBP1-5 Maus, mono WB, 1:200 Biotechnology Inc.,
USA
HIF-1 L:J Maus, mono WB, 1:500 Novus Biologicals, Dtl.
HIF-1 U Kaninchen, poly WB, 1:500 Novus Biologicals, Dtl.
5 Santa Cruz
Integrin UV ® Maus, mono WB, 1:500 ThermoFisher
Scientific, Dtl.
. . P . ThermoFisher
iINOS Kaninchen, poly IF, 1:200; WB, 1:500 Scientific, Dtl.

. ) ThermoFisher
Perforin Maus, mono IF, 1:200 Scientific, Dtl.
Perforin Kaninchen, poly IF, 1:200 abcam, UK

, . Celll Signaling
PKC d Kaninchen, poly WB, 1:1000 Technology, USA
P-PKCU/ d Kaninchen, poly WB, 1:1000 Cell Signaling, USA

MHC | (Y-3, H-2K®)
NOX2 (gp91phox)
W6/32

(PAN-HLA)
3.810.7 (MHC |,
schwere Kette)

Maus, mono
Kaninchen, poly

Maus, mono

Ratte, mono

IF, 1:200; FACS, 1:200
WB, 1:500

IF, 1:200

WAB, 1:500

Hybridoma-Zelllinie Y3
abcam, UK

P. Cresswell, USA

P. Cresswell, USA

2.4.2 Sekundarantikorper

Die in der folgenden Liste angegebenen Sekundarantikdrper wurden in verschiedenen

Methoden eingesetzt.

Zur Ubersichtlichkeit wurden die Methoden mit Kirzeln versehen.

Im Folgenden wird die Durchflusszytometrie mit FACS, der Western Blot mit WB und die

Immunfluoreszenz mit IF abgekuirzt.

Tabelle 2.6 Verwendete Sekundarantikdrper

Protein Ursprung Anwendung Herkunft

IgG (H+L) Kaninchen HRP WB: 1:1000 Dianova, Dtl.

IgG (H+L) Kaninchen Alexa488 IF, 1:500; FACS, 1:500 Cell Signaling, USA
IgG (H+L) Kaninchen Alexa594 IF, 1:500 Cell Signaling, USA
IgG (H+L) Kaninchen Alexa647 FACS, 1:500 Dianova, Dtl.

IgG (H+L) Maus HRP WB: 1:1000 Dianova, Dtl.

IgG (H+L) Maus Alexa488 IF, 1:500; FACS, 1:500 Cell Signaling, USA
IgG (H+L) Maus Alexa594 IF, 1:500; FACS, 1:500 Cell Signaling, USA
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IgG (H+L) Ratte
IgG (H+L) Ziege

HRP WAB: 1:1000
Alexa680 FACS, 1:200

Dianova, Dtl.
Cell Signaling, USA

2.4.3 Neutralisierende Antikorper

Tabelle 2.7 Verwendete Neutralisierende Antikorper

Protein

uUrsprung

TGF-b (1,2,3)

Maus, mono

R&D Systems, USA

2.5 Inhibitoren , Induktoren und Fluorophore

Tabelle 2.8 Verwendete Inhibitoren und Induktoren

Name Target Herkunft
Inhibitoren

1400W iINOS Tocris, USA
Apocynin NOX2 Sigma-Aldrich, Dtl.
CAPE NF-o B Tocris, USA
Catalase H.O- reducer Sigma-Aldrich, Dtl.
Cycloheximide Proteinsynthese abcam, USA

MDC

Clathrin-abhangige Endozytose

Cayman Chemical, USA

NMMLA iINOS Sigma-Aldrich, Dtl.
Rapamycin mTOR Sigma-Aldrich, Dtl.
SB202190 p38ph38hH Invivogen, USA
Sotrastaurin pan-PKC abcam, USA

Tubacin HDACG6 Enzo Life Sciences, Dtl.
uo126 MAP Kinasen ERK1/2 Invivogen, USA
Induktoren

DETA NONOate
Hypoxanthin (HX)/
Xanthinoxidase
(XOD)

NO-Donor

H2O- producer

Enzo Life Sciences, USA

Sigma-Aldrich, Dtl.

Fluorophore

DAF-2 DA

MDC

Image-i T Breen
Hypoxia Reagent

Fluoreszierende Stickoxid-Sonde
Autophagosomen

Hypoxie-Marker

abcam, Deutschland
Cayman Chemical, USA
ThermoFisher Scientific,
Deutschland
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2.6 Sequenzen

2.6.1 Primersequenzen

Alle in der folgenden Tabelle aufgelisteten Primerpaare wurden von der Firma Metabion

bezogen.

Tabelle 2.9 Verwendete Primersequenzen

Gen

Sequenz Produkt (bp)

Mykoplasmen-Test
DotA (T4SS)

GAPDH 1

NOS2

Katalase (CBU_0281)

Superoxiddismutase
(SOD CU/ZN, CBU_1822)
Superoxiddismutase
(SOD FE, CBU_1708)
Cytochrom bd

(CydA-2, CBU_0965)
Cytochrom bd

(CydA-1, CBU_0218)
Cytochrom bd

(CydB, CBU_0966)

Forward 5 €CAGACTCCTACGGGAGGCA-3 6
Reverse 5 66GTCTGAGGATGCCCTCCGT-3 6
Forward 5 6CGCAATACGCTCAATCACA-3 6
Reverse 5 @CATGGCCCCAATTCTCTT-3 6
Forward 5 - 6GTAGAAGGTACGGTGTGAACG-3 6
Reverse 5 € TCGCTCCTGGAAGATGGTG-3 6
Forward 5 €66GAGAACGGAGAACGGAGAAC-3 b6
Reverse 5 GCTGAGAACAGCACAAGGGG-3 6
Forward 5 €66CCCATTTCCGATGACCAGA-3
Reverse 5 -dCCCCACGAGGTCCCAATTA-3
Forward 5 -G CAGGCGTGGCGCTAAAATA-3
Reverse 5 € CAATTTGCGAGGCTTACCG-3
Forward 5 -ATCGAAGGCACCCCTTTTGA-3
Reverse 5 -CTTTAACGAGCCAAGCCCA-3
Forward 5 6 TCGGGGCGCATTTTGATTT-3
Reverse 5 - ATAGCCACTGTCATCGAGCG-3
Forward 5 -GGGCGGTTGCTTTTTATGGC-
Reverse 5 -‘ACCGGGCACAACACCTTTTA-3
Forward 5 €66CGGATCATGCCGCTTTTAG-3
Reverse 5 AATCTTGGGAAGCGGCGTAT-3

OO0 5000 0 00O

550

70

233

166

344

222

260

209

224

255

2.6.2 siRNA Sequenzen

Alle in der folgenden Tabelle aufgelisteten siRNA-Sequenzen wurden von der Firma Qiagen

bezogen.

Tabelle 2.10 Verwendete siRNA-Sequenzen

Gen

Sequenz

AllStar negative siRNA

Proprietar

NOS2

AACGTTGGATTTGGAGCAGAA
ACGGAGAACGTTGGATTTGGA
CACATCGGATTTCACTTGCAA
CCGATTTAGAGTCTTGGTGAA

GBP1 (GBP2b)

TTGCATATCTCTGAAGATAAA

CAGAAGGAACAGAGTTATCAA
CAGGAAAGACTTCTCAAGCAA
CAGATTGAAATGGAACGTATA
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2.6.2 CRISPR/Cas9 Sequenzen

Alle in der folgenden Tabelle aufgelisteten Primer fur die guide RNA (gRNA) wurden von der

Firma EurofinsGenomics bezogen. Die Klonierungsstelle von Bbsl ist in der Primersequenz kursiv

hervorgehoben.

Tabelle 2.11 Verwendete Primersequenzen fiir gRNA

Gen

Sequenz

MNOS2 gRNA1
MNOS2 gRNA2
MNOS2 gRNA3

CACCCGACCCGTCCGTCCAGTATGTGTTT
CACCCATGACACTCTTCTTCACCAGTTT
CACCTGCAGCTTGTCCAGGGGATTCGTTT

2.7 Kits
Tabelle 2.12 Verwendete Kits

Name

Herkunft

DNeasy Blood&Tissue Kit

TGF beta-1 Human/Mouse Uncoated ELISA Kit
| MA GE NKCRlamydia Kit

L-Lactate Assay Kit

L-Lactate Assay Kit

Extract Me genomic DNA

JC-1 Mitochondrial Potential Flow Cytometry
Assay Kit

Mouse Dendritic Cell Nucleofector Kit

Mouse Granzyme B Platinum ELISA

Mouse IFN-o Platinum ELISA

Nitric Oxide Assay Kit (Flow Cytometry i Red)
Proteome Profiler Mouse Cytokine Array Kit,
Panel A

Reverse Transcription System

(AMC Reverse Transcriptase)

Qiagen, Deutschland
ThermoFisher Scientific, Dtl.
ThermoFisher Scientific, Dtl.
abcam, USA

Sigma-Aldrich, Deutschland
Blirt, USA

Cayman Chemical, USA

Lonza, Deutschland
eBioscience, Osterreich
eBioscience, Osterreich
abcam, USA

R&D Systems, USA

Promega, USA

2.8 Glaswaren
Tabelle 2.13 Verwendete Glaswaren

Name Herkunft
Becherglaser Schott-DURAN, Deutschland
Deckglaser Menzel-Glaser, Deutschland/USA

Erlenmeyer-Kolben
Glaspipetten
Neubauerzahlkammer
Objekttrager

Schott-DURAN, Deutschland
Scherf-Prazision, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Hirschmann, Deutschland

2.9 Plastikwaren
Tabelle 2.14 Verwendete Plastikwaren

Name

Herkunft

Deckglasréhrchen
Einmalspritzen, Norm-Ject® ( 1  ®nl ml )

ThermoFisher Scientific, USA
HSW, Deutschland
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FACS-R6hrchen

Filtersysteme (250 ml, 500 ml)
KryogefaBe ( 1 ml )
Mikrotiterplatten (6-, 12-, 96-well)
LCI-Schale (35 mm)

Pipettenspitzen

Reaktionsgefale ( 0, 51 ,m8 2miml )
Real-Time PCR Gefal3e & Folien
Ultrazentrifugenrdéhrchen
Zentrifugenréhrchen ( 1 5 5 ,ml )
Zellschaber

Zellkulturflaschen (T25, T75, T175)

BD Falcon, USA

Greiner Bio-One, Deutschland
Greiner Bio-One, Deutschland
Greiner Bio-One, Deutschland
ibidi, Deutschland

Greiner Bio-One, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Peglab, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Greiner Bio-One, Deutschland
Sarstedt, Deutschland
Greiner Bio-One, Deutschland

2.10 Verbrauchsmaterial
Tabelle 2.15 Verwendetes Verbrauchsmaterial

Name

Herkunft

Entwickler, Roentorol HG

Fixierer, Superfix LR

Kantlen, G21, G18

Nitrozellulose Protran®0, 45 mm
Parafilm

Rontgenfilme Super RX, 100 NIF
Skalpellklingen

Whatman-Papier,3 mm
Zentrifugen-Filter, Amicon® 3kDa Membrane,

Tetenal, Deutschland
Tetenal, Deutschland

B. Braun, Deutschland
ThermoFisher Scientific, USA
American National Can, USA
Fujifilm, Japan

B. Braun, Deutschland
ThermoFisher Scientific, USA

3000 MWCO Millipore, USA
2.11 Gerate
Tabelle 2.16 Verwendete Gerate

Name Herkunft

Abflammgerét
Axiovert200/LSM 5 Exiter

Brutschranke MCO-19AIC

C1000 Thermal Cycler
Fluoreszenz-Mikroskop Leica DMi8
Freezing Container Mr.Fr ost y E
Gel-Elektrophorese-System (Agarose)
Gel-Elektrophorese-System (SDS)
Heizkammer HT200

Kreisschuttler 3015

Kuhlschrank, 4°C

Konfokal-Laserscan-Mikroskop DMI6000 TCS

SP5

Lichtmikroskop Leica DM IL
Lichtmikroskop Nikon ECLIPSE TS100
MACS Quant

Magnetrihrer IKA-Combimag RTC
Nano liquid-chromatography System
NanoDrop 2000

Nucleofactor Il

Pinzette

CFH, Deutschland

Zeiss, Deutschland
Bergmann, Deutschland/
Forma Scientific, USA
Bio-Rad, Deutschland
Leica, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Gibco-BRL, Deutschland
FLI Eigenbau

ibidi, Deutschland
Gesellschaft fur Labortechnik, Deutschland
Liebherr, Deutschland

Leica, Deutschland

Leica Microsystems, Deutschland
Nikon, Deutschland

Miltenyi Biotec, Deutschland
Janke & Kunkel, Deutschland
Bruker, England

ThermoFisher Scientific, USA
Lonza, Deutschland

Bochem Instrumente, Deutschland
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Pipetten

Pipettierhilfe Accu Jet®

pH-Meter Hanna Checker
Rontgenfilm Entwickler Compact2
SONOREX RK 31 H, Ultraschall
Sterilwerkbank Model 3336 S/N 32002
Stickstofftank Chronos

Sunrise Remote ELISA Reader

T3 Thermocycler

TEM Tecnai-Spirit

Thermomixer 5436
Tiefkiihlschrank,-2 0 A C
Tiefkiihlschrank,-8 0 A C
UltrafleXtreme MALDI-TOF/TOF
Ultramikrotom UC7
Ultra-Zentrifuge TL-100
Vakuumier- und Folienschweil3gerat
KitchenBoss

Vortex Genie 2

Waage Mettler PE200

Wasserbad Julabo U3

Western Blot-Blotting-Apparatur

Zentrifugen

Gilson, USA/ Biozym, Deutschland
Brand, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Protect, Deutschland
Bandelin, Deutschland
CEAG Schirp, Deutschland
Messer, Deutschland

Tecan, Deutschland
Biometra, Deutschland

FEI, Deutschland

Eppendorf, Deutschland
Liebherr, Deutschland
Liebherr, Deutschland
Bruker, England

Leica, Deutschland
Beckmann, USA

Shenzhen Green Electrical Appliance Co.,
Ltd, China

Scientific Industries, USA
Mettler Waagen, Deutschland
Julabo, Deutschland

FLI Eigenbau

Heraeus Christ, Deutschland/
Eppendorf, Deutschland/
Hettich, Deutschland

2.12 Wissenschaftliche Software
Tabelle 2.17 Verwendete wissenschaftliche Software

Name

Herkunft

Agarose-Dokumentation Vision Capt 1
AxioVision
CRISPOR

Fiji

GelQuant
GraphPad Prism
IC-Capture
Image Studio Lite
LASAF

Imaged

Literaturverarbeitung Endnote X7
MACS Quantify

Magelan

PrimerBlast/NCBI

UniProt

Peglab, Deutschland

Zeiss, Deutschland

Open Source, M. Haeussler

National Institutes of Health &
Laboratory for Optical and Computational
Instrumentation, USA

BioChem Lab Solutions, Deutschland
GraphPad software, USA

The Imaging Source, Deutschland

Li-Cor Biosciences, USA

Leica, Deutschland

National Institutes of Health &
Laboratory for Optical and Computational
Instrumentation, USA

Thomson Reuters, USA

Miltenyi Biotec, USA

Tecan, Deutschland

Nationale Institute of Health, USA
UniProt Consortium, Europa/USA
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3. Methoden

3.1 Zellkulturmethoden

3.1.1 Auftauen von Zellen

Kryokonservierte Zellen wurden zlgig in einem auf 37°C vorgeheizten Wasserbad aufgetaut
und in ein Zentrifugenrohrchen mit 5 ml Kulturmedium tberfiihrt. Diese Suspension wurde bei
1300 Umdrehungen pro Minute (rounds/revolutions per minute, rpm) fir 5 Minuten (Min.) bei 4°C
zentrifugiert. Der Dimethylsulfoxid (DMSO)-haltige Uberstand (US) wurde dekantiert und das
verbliebene Zellpellet in 5 ml frischen Kulturmediums resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde
anschliel3end in eine Zellkulturflasche angemessener GrofR3e tUberfihrt und mit der entsprechenden
Menge Kulturmedium aufgefullt.

3.1.2 Kultivierung von Zellen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien und Primarzellen wurden in Inkubatoren bei 37°C
und einer CO2-Sattigung von 7,5% kultiviert. Fir jeden Zelltyp wurde ein geeignetes
Zellkulturmedium verwendet (siehe Tabelle 3.1). Abhangig von der Wachstumsgeschwindigkeit und
der notwendigen Zelldichte wurden die Zelllinien alle 3 bis 5 Tage passagiert. Fir die Primarzellen
und die knock out-Zellen wurde aul’erdem eine maximale Kultivierungslange von 2 Wochen
festgelegt, um das Zellsterben beziehungsweise eine etwaige genetische Instabilitdt zu vermeiden.

Tabelle 3.1 Verwendete Kulturmedien

Kulturmedium Agenzien Menge
L929 IMDM 200 ml
FBS 10 %
Penicillin (10.000 U/ml)/Streptomycin (10 mg/ml) 2ml
Amphotericin (5 mg/ml) 100 pl
JAWS Il IMDM 200 ml
FBS 20 %
Penicillin (10.000 U/ml)/Streptomycin (10 mg/ml) 2ml
Amphotericin (5 mg/ml) 100 pl
GM-CSF (100 pg/ml) 10
KG-1 IMDM 200 pml
FBS 20 %
Penicillin (10.000 U/ml)/Streptomycin (10 mg/ml) 2ml
KY-2 RPMI1640 ( 2 mGlutamin) 200 ml
FBS 20 %
Penicillin (10.000 U/ml)/Streptomycin (10 mg/ml) 2ml
b-Mercaptoethanol ( 1 0 O M) 7 il
IL-2 200 U/ml
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RAW 264.7 IMDM 200 ml
FBS 10 %
Penicillin (10.000 U/ml)/Streptomycin (10 mg/ml) 2ml
Amphotericin (5 mg/ml) 100 pl
Primére dendritische  IMDM 200 ml
Zellen FBS 20 %
Penicillin (10.000 U/ml)/Streptomycin (10 mg/ml) 2ml
b-Mercaptoethanol ( 1 0 OM) 7 ulll
Priméare NK-Zellen RPMI1640 ( 2 mGlutamin) 200 ml
FBS 20 %
Penicillin (10.000 U/ml)/Streptomycin (10 mg/ml) 2ml
b-Mercaptoethanol ( 1 0  OM) 7 il
IL-2 200 U/ml

3.1.3 Passagieren von Zellen

Das Passagieren der Zellen orientierte sich an der Wachstumsgeschwindigkeit und der
gewunschten Dichte der Zelllinien und Priméarzellen. Nach 3 bis 5 Tagen wurden die Zellen
angepasst an ihre Kultureigenschaften unterschiedlich passagiert. Dafur wurde zunachst das
Kulturmedium aller adhérenten Zellen (L929, KY-2, RAW 264.7, primare NK-Zellen) abgenommen
und verworfen. Um die Zellen vom Zellkulturflaschenboden zu I6sen, wurden diese mit einer
geeigneten Trypsin-Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-L6sung (siehe Tabelle 3.2) behandelt oder im
Falle der RAW 264.7-Zellen mit Hilfe eines Zellschabers abgelést. Die Menge der eingesetzten
Loésung bemalR sich anhand der Grof3e der verwendeten Zellkulturflaschen (T25 i 1 ml,
T757 1-2ml, T1757 2-3 ml). Die semi-adharenten Zellen und Suspensionszellen (JAWS II, KG-1,
primédre dendritische Zellen) im Zellkulturiberstand hingegen wurden zundchst in einem
Zentrifugenréhrchen (50 ml) gesammelt und die verbliebenen adhéarenten Zellen anschliel3end
gleichermallen mit der geeigneten Trypsin-EDTA-L6sung behandelt. Die Trypsin-EDTA-
behandelten Zellkulturflaschen wurden fir 5 Min. im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Um diese
Reaktion abzustoppen, wurde eine &quivalente Menge Kulturmedium hinzugefugt. Nach
grundlichem Spilen wurde die entstandene Zellsuspension in ein Zentrifugenréhrchen (15 ml)
Uberfihrt beziehungsweise im Falle der semi-adhdrenten Zellen der bereits gesammelten
Zellsuspension zugefiuihrt. Im Anschluss wurde die Suspension bei 1300 rpm fur 5 Min. 4°C
zentrifugiert. Der nun entstandene US wurde dekantiert und das Zellpellet in einer angemessenen
Menge Kulturmedium aufgenommen. Die Zellen wurden im Anschluss fir die weitere Kultivierung
auf neue Zellkulturflaschen aufgeteilt. Darauf aufbauend konnte aul3erdem die Zellzahl mit Hilfe
einer Neubauerzéhlkammer bestimmt werden, um die Zellen in der gewiinschten Konzentration fur

folgende Versuche in Zellkulturplatten auszusaen.
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Tabelle 3.2 Verwendete Trypsin -EDTA-L&sungen

Kulturmedium Agenzien Menge

L929 NacCl 8¢
KCI 0,29
Na;HPO4x 2H20 1,159
KH2PO4 0,29
Trypsin 2549
EDTA 1,259
ddH.O ad 1000 ml

JAWS I, KG-1 & Priméare NacCl 84g

dendritische Zellen KCI 0,29
Na:HPO4x 2H20 1,15¢
KH2PO4 0,29
Trypsin 2549
EDTA 0,39
ddH.O ad 1000 ml

KY-2 & 1 mM EDTA in PBS

Priméare NK-Zellen (Sigma-Aldrich) )

3.1.4 Kryokonservierung von Zellen

Fur die Langzeitkonservierung wurden die Zellen, wie im vorangegangenen Kapitel
beschrieben, aus den Zellkulturflaschen gel6st, zentrifugiert und die Zellzahl mit Hilfe der
Neubauerzahlkammer bestimmt. Nun konnten je 1x10°® Zellen/ml in geeignetem Einfriermedium
(siehe Tabelle 3.3) aufgenommen und in vorbereitete Kryoréhrchen tberfiihrt werden. Diese wurden
zunéchst fir 24 Stunden (hours, h) in einer Einfrierbox bei -80°C gelagert. AnschlieBend wurden sie
zur dauerhaften Lagerung in den flussigen Stickstoff (-196°C) umgesetzt.

Tabelle 3.3 Verwendete Einfriermedien

Kulturmedium Agenzien Menge
L929, JAWS Il & FBS 50 ml
Primare dendritische Zellen DMSO 10 %
KG-1 Kulturmedium 50 ml
DMSO 5%
KY-2 & FBS 50 ml
Primare NK-Zellen DMSO 20 %

3.1.5 Kontrolle der Zellen auf Mykoplasmenkontamination

Um mogliche Kontaminationen und damit einhergehende Qualitatsverluste der
Zellkulturarbeiten zu verhindern, wurden die kultivierten Zellen regelm&Rig auf eine
Mykoplasmenkontamination getestet. Dieser Test ist entscheidend fur die Zuverlassigkeit und
Vergleichbarkeit der Ergebnisse, da Mykoplasmen einen grof3en Einfluss auf den Stoffwechsel der
Zellen haben und somit ihre grundlegenden Eigenschaften verandern kénnen 3%°, Da Mykoplasmen
lichtmikroskopisch nicht detektierbar sind, wurde eine laborinterne Mykoplasmen-Polymerase-
Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) etabliert, die die 16S-ribosomale Untereinheit der
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Mykoplasmen detektiert. Grundlage dieser PCR waren 100 pl Zellkulturiiberstand aus den jeweiligen
Zellkulturflaschen. Der laborinternen Vorgabe folgend waren die betreffenden Zellen bei Abnahme
des US bereits mindestens 3 Tage in Kultur. Der Zellkulturiiberstand wurde 5 Min. bei 95°C erhitzt
und anschlieBend 5 Min. bei 10.000 rpm zentrifugiert. Aus dem entstandenen US wurden 2 pl als
Template in der Mykoplasmen-PCR eingesetzt (Zusammensetzung und Temperaturprofil siehe
Tabelle 3.4 und 3.5). Die Reaktion wurde in einem T3 Thermocycler (Biometra) durchgefuhrt.

Tabelle 3.4 Zusammensetzung des Mykoplasmen -PCR-Ansatzes

Agenzien Menge
Forward Primer (10 pmol) 1u
Reverse Primer (10 pmol) 1u
Interne Kontroll-DNA 1l
PCR Mix (5x) 4 ul
Template (US) 2 ul
ddH0 ad 20 ul

Tabelle 3.5 Temperaturprofil der PCR zur Mykoplasmenkontrolle

Schritt Denat. Denat. Annealing Elongat. |finale Elongat. Pause

Temperatur 95°C 95 °C 55°C 72°C 72°C 4°C

Zeit 60 s 30s 60 s N0s 5 Min. b
29 Zyklen

Zur Visualisierung der Analyse wurden 5 pl des PCR-Amplifikates und ein Marker (MassRuler
DNA Ladder Mix, ThermoFisher Scientific) auf ein zuvor vorbereitetes 1% Agarose-Gel
(siehe Tabelle 3.6) aufgetragen und bei 40 V fir 1 h elektrophoretisch aufgetrennt. Bei einer
vorliegenden Mykoplasmenkontamination wurde neben dem Amplifikat der internen Kontrolle
(500 bp) noch ein zweites Amplifikat (550 bp) detektiert.

Tabelle 3.6 Zusammense tzung eines 1% Agarose -Gels

Agenzien Menge
Agarose in TAE-Puffer 1%
Ethidiumbromid 0,003 %

3.1.6 Arbeiten unter Hypoxie

Aufbauend auf den Ausfiihrungen in Kapitel 1.2.6, wurden im Rahmen dieser Arbeit
ausgewahlte Experimente ebenfalls unter hypoxischen Bedingungen durchgefiihrt. Hierzu wurde ein
Hypoxiekammersystem (im Weiteren als HypoxyCell bezeichnet) verwendet, dessen Konzept und
Aufbau auf einer Diensterfindung von PD Dr. Michael R. Knittler beruht (Abb. 3-1). Dabei wurde
zwischen einer physiologischen und einer pathologischen Sauerstoffkonzentration differenziert.
Es wurden die Begriffe Normoxie fir eine Sauerstoffkonzentration von 5% O, und Hypoxie fir eine
Sauerstoffkonzentration von <1% O, festgelegt und verwendet. Diese Kammer wurde fir alle
Infektionsexperimente verwendet.
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Zur Durchfiihrung des Experiments wurden je Ansatz 1x10° Zellen in entgastem, HEPES-
gepuffertem Medium (siehe Tabelle 3.7) in einer 6-well-Zellkulturplatten ausgesat. AnschlieRend
wurde die Zellkulturplatte in einer geeigneten Vakuumierfolie platziert und diese zunéchst ohne
Vakuum verschlossen. Die Zellen wurden so fur 1 h bei 37°C im Inkubator gelagert.
Diese Vorgehensweise sicherte die Adharenz und die Assimilation der Zellen. Nach Ablauf der
Setzzeit wurde die Vakuumierfolie gedffnet und die Zellen je nach Versuchsaufbau mit C. burnetii
infiziert (siehe Kapitel 3.2.3) und/oder mit anderen Reagenzien behandelt. Alle wells wurden
auRerdem mit 100 pM Cobaltchlorid (CoClz)-Losung versetzt. CoCl. stabilisiert den hypoxischen
Zustand, in dem es die Hydroxylasen inaktiviert, die fiir den Abbau des Hypoxie-Faktors HIF-1 U
verantwortlich sind 3%°, Um den Umgebungssauerstoffgehalt zu minimieren, wurden der Platte
sogenannte Oxygen Absorber, also Sauerstofffanger, hinzugefligt. Diese enthalten aktiviertes
Eisenpulver (50-60%) sowie Aktivkohle (3-15%) und Natriumsalze (5-15%) und sind so in der Lage,
Sauerstoff zu binden. Eingesetzte Gas-Spacer ermoglichten eine Verbindung zwischen den
einzelnen wells der Platte und so die Reduktion des Sauerstoffgehaltes in der gesamten
Zellkulturplatte. Zur Kontrolle der hypoxischen Bedingungen wurde die Platte des Weiteren um einen
Sauerstoffindikator (Oxygen Indicator/Oxy Eye) erganzt. Die vollstindige Hypoxie-Zellkulturplatte
wurde in einer Vakuumierfolie platziert und mit Hilfe eines geeinten Vakuumiergerates unter Vakuum
gesetzt und verschlossen. Es folgte eine Inkubationszeit von 72 h bei 37°C im Inkubator.
Die Funktionalitat des Systems wurde mikroskopisch tiber das Image-i T Breen Hypoxia Reagent
(ThermoFisher Scientific) in direktem Vergleich zu einer Standard-Hypoxiekammer (Whitley H35)
Uberpruft, sowie mittels einer Western-Blot-Analyse des Hypoxie-Markers HIF-1 U bestétigt.
Die Etablierung der hypoxischen Zellkulturbedingungen ist in Abbildung 3-1 schematisch dargestellt.

Vakuumiergerat

2 entgastes, HEPES-gepuffertes
Normoxische Zellkulturmedium mit CoCl,

Zellkulturbedingungen

Gas-Spacer

Hypoxische
Zellkulturbedingungen

Vakuum-verschlossene
Zellkulturplatte

Oxygen Indicator

(Sauerstoffindikator)
Rosa Blau

Inkubation far 72 h

1 o000

0,1% oder weniger O, 0,5% oder mehr O,

Abbildung 3-1: Etablierung von hypoxischen Zellkulturbedingungen auf Basis einer FLI-Diensterfindung von
PD Dr. Michael R. Knittler (HypoxyCell)

Fur die Etablierung hypoxischer Zellkulturbedingungen wurden die Zellen unter Normoxie-Bedingungen in entgastem,
HEPES-gepufferten und mit CoClz versetztem Medium ausgesét. Aulerdem wurden der Platte ein Sauerstofffanger
(Oxygen Absorber) und ein Sauerstoffindikator (Oxygen Indicator) hinzugefiigt, um die hypoxische Umgebung zu
garantieren. Nach der Assimilation der Zellen wurden diese mit C. burnetii infiziert und/oder anderweitig behandelt.
Eingesetzte Gas-Spacer sicherten die Verbindung zwischen wells. Die Platte wurde in einer geeigneten Folie unter
Vakuum gesetzt, luftdicht verschlossen und bis Versuchsende nach 72 h bei 37°C im Inkubator gelagert.
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Die Analyse der Hypoxie-Experimente erfolgte primar mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese und Western-Blot-Analyse (siehe Kapitel 3.4.2 und 3.4.3). Bei der Aufbereitung
der Proben zur Herstellung von Zelllysaten war es von hoher Prioritat, sehr ziigig vorzugehen.
Unmittelbar nach Aussetzen der Hypoxie, in diesem Fall nach Entfernen des Vakuums, beginnt die
Degradation von HIF-1 (3%*2%°, Daher musste die Herstellung der Lysate schnellstméglich erfolgen,
um den Nachweis der Hypoxie tUber diesen Marker zu sichern. Des Weiteren war zu beachten, dass
HIF-1 UKern-standig ist, also eine Totallyse der Zellen notwendig ist, um auch die im Kern
enthaltenen Proteine nachweisen zu kénnen 24°. Daher wurden die Zellen direkt nach Entfernen des
Vakuums mit Hilfe eines Zellschabers abgel6st, die Zellsuspension in einem Reaktionsgefal
(1,5 ml) gesammelt und fir 5 Min. bei 3500 rpm und 4°C zentrifugiert. Es folgte ein Waschschritt mit
eiskaltem Hypoxie-Waschpuffer (siehe Tabelle 3.7) und eine erneute Zentrifugation. AnschlielRend
wurde umgehend mit der Totallyse der entstandenen Zellpellets fortgefahren, welche im
Kapitel 3.4.1 beschrieben wird.

Tabelle 3.7 Fur hypoxische Arbeiten verwendete Puffer

Name Agenzien

FBS (10%)

Penicillin (10.000 U/ml)/Streptomycin (10 mg/ml)
Amphotericin (5 mg/ml)

GM-CSF (100 pg/ml)

HEPES (20 mM)

ad. 100 ml IMDM

100 uM CoCl, (stets frisch zuzugeben)

50 uM CoCl; (stets frisch zuzugeben)

ad.10 ml PBS (entgast)

Hypoxie-Zellkulturmedium
(pH 7,4-7,5; entgast)

Hypoxie-Waschpuffer (entgast)

3.2 Arbeiten mit C. burnetii

Alle Arbeiten, die C. burnetii beinhalteten, wurden unter den genannten Sicherheitswerkbanken
Klasse Il unter sterilen Bedingungen durchgefihrt.

3.2.1 Herstellung eines C. burnetii -Stocks

Als Grundlage fir die Infektionsversuche wurden zunéchst Bakterienstocks hergestellt. Fur die
Anzucht wurden, bedingt durch die obligat intrazellulare Lebensform der Coxiellen, die etablierten
L929-Fibroblasten als Wirtszellen fiir die persistente Infektion verwendet 341343, Die in den folgenden
Kapiteln beschriebenen Abldufe wurden fiir beide verwendeten Coxiellen-Stdmme (siehe
Tabelle 2.1.1) gleichermal3en angewandt.

Zunachst wurden 5x10° Zellen in einer T25-Zellkulturflasche ausgesat. Nach dem Adhérent-
Werden (ca. 1 bis 2 h) wurden diese mit einer multiplicity of infection (MOI) 50 infiziert und bei 37°C
und 7,5% CO; im Inkubator kultiviert. Sobald die Zellen konfluent wurden, wurden diese passagiert
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und/oder auf nachstgrof3ere Zellkulturflaschen (T75, T175) aufgeteilt. Hierbei war es entscheidend,
die Zellkulturiiberstande der adharenten Zellen nicht zu verwerfen, sondern mitzuftihren, um die
darin enthaltenen Coxiellen nicht zu verlieren. Die Replikation der Bakterien wurde
lichtmikroskopisch tber die charakteristischen Coxiella-containing vacuoles (CCVs) kontrolliert.

Nach 14 Tagen Anzucht wurde eine Gesamtmenge von 12 bis 16 T175-Zellkulturflaschen
erreicht, so dass mit der Aufreinigung begonnen werden konnte. Zunachst wurden alle
Zellkulturiberstande in 50 mil-Zentrifugenréhrchen gesammelt und das gesamte Volumen bei 4°C
und 4500 rpm fir 30 Min. zentrifugiert. Die entstandenen US wurden verworfen und die Pellets, die
sowohl Bakterien als auch Zellen beinhalteten, in 500 pl doppelt destilliertem Wasser (ddH»0) gel6st.
Diese Suspension wurde in einem 15 ml-Zentrifugenréhrchen gesammelt und fur weitere 15 Min.
bei 4°C und 4500 rpm zentrifugiert, um letzte Rickstande des Zellkulturmediums zu entfernen.
Der US wurde erneut dekantiert, das Pellet (x1) in 500 pl ddH.O aufgenommen und bis zur weiteren
Aufreinigung auf Eis gestellt. Die adharenten Zellen wurden mit 10 ml ddH.O/T175-Zellkulturflasche
fur 45 bis 60 Min. bei 4°C inkubiert, um eine hypotone Lyse zu erreichen. Die entstandene
Suspension aus aufgeplatzten Zellen und freigesetzten Bakterien wurde in 15 ml-
Zentrifugenréhrchen tberfihrt, kurz gevortext und bei 4°C und 250 rpm fir 10 Min. zentrifugiert.
Die Coxiellen-haltigen US konnten nach dieser Zentrifugation in neue Zentrifugenréhrchen uberfiihrt
und direkt auf Eis gestellt werden. Die verbliebenen Pellets (x2), die erneut gleichermaf3en Bakterien
und Zellen enthielten, wurden in einem Gesamtvolumen von 1 ml ddH.O aufgenommen und mit den
bereits vorhandenen Ruckstanden (x1) vereinigt. Nun erfolgte das syringe releasing, bei dem die
Coxiellen-haltigen Zellen, die sich nicht mittels osmotischer Lyse o0ffnen lieRen, mechanisch
aufgeschlossen werden. Die Bakterien-Zell-Suspension wurde dazu jeweils 10-mal durch eine 22G
und eine 18G Kanule gezogen, um letzte intakte Zellen zu 06ffnen. AnschlieRend wurde die
Suspension bei 4°C und 250 rpm fir 10 Min. zentrifugiert, um die Zelltrimmer zu entfernen.
Dieser Schritt wurde so lange wiederholt, bis der bakterienhaltige US moglichst klar und frei von
Zellrtickstanden erschien. In einem abschlieRenden Schritt konnten alle Coxiellen-enthaltenden US
bei 4°C und 4500 rpm fur 30 Min. zentrifugiert werden. Ergebnis dieses Zentrifugationsschrittes war
ein Bakterienpellet. Um die Ausbeute zu erhthen, wurde dieser Schritt mit den verbliebenen US
noch einmal wiederholt. Die entstandenen Pellets wurden in 5 bis 6 ml phosphatgepufferte
Kochsalzlésung (phosphate buffered saline, PBS) aufgenommen und in 50 pl bis 100 pl Aliquots bei
-80°C weggefroren und gelagert.

3.2.2 Titerbestimmung eines C. burnetii -Stocks

Fur die Titerbestimmung der Bakterienstocks erwies sich eine Kombination aus quantitativer
Real Time (RT)-PCR und Durchflusszytometrie als angemessen, um zwischen den genomischen
Aquivalenten (genomic equivalents, GE, Detektion infektioser sowie nicht-infektioser Bakterien) und
den infektiosen Einheiten (infectious units, IFU, Detektion ausschlief3lich infektioser Bakterien)
differenzieren und den tatsachlichen Lebendtiter bestimmen zu kénnen. Eine Gegenlberstellung
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beider Methoden ergab eine Differenz von (mindestens) einem Faktor 10 zwischen GE und IFU und
verweist auf die Notwendigkeit der Detektion des tatsachlichen Lebendtiters 344,

3.2.2.1 Titerbes timmung eines C. burnetii -Stocks mittels Real Time-PCR

Grundlage fur die Bestimmung des Titers mittels Real Time-PCR (RT-PCR, auch quantitative
PCR) war die genomische DNA (gDNA) des Bakterienstocks. Diese wurde unter Verwendung des
DNeasy Blood&Tissue Kits von Qiagen aus 10 pl des betreffenden Coxiellen-Stocks isoliert. Die
gDNA wurde unmittelbar weiterverwendet oder bei bis zum weiteren Gebrauch bei -20°C gelagert.

Die gDNA diente als Template fur die folgende RT-PCR. Die RT-PCR wurde mit dem iTaq
Universal SYBR Green Supermix-System (Bio-Rad) nach Angaben des Herstellers durchgefihrt.
Der Ansatz erfolgte stets in Duplikaten. Als Standard/Bezugsgrof3e fir die Bestimmung der
enthaltenen GE diente ein Fragment des Coxiellen-spezifischen Gens DotA. Das Gen beschreibt
eine Komponente des T4SS und ist einmalig im bakteriellen Genom kodiert. Auf Grund dieser
Eigenschaft wurde DotA von verschiedenen Arbeitsgruppen als Referenz etabliert 420, Ein 109 bp
grolRes Fragment der bakteriellen DotA-Sequenz wurde gemeinsam mit den spezifischen
Primerbindestellen in einen pcDNA3.1_DotA-Vektor ligiert. Der Vektor wurde in bekannten
Verdinnungen (10, 108, 108, 10°) eingesetzt und ermdglichte so eine genaue Bestimmung der GE
aus dem Template. Als non template control (NTC, Negativkontrolle) wurde eine Wasserkontrolle
mitgefuhrt. Der verwendete Ansatz und das Temperaturprofil sind nachfolgend beschrieben.

Tabelle 3.8 Ansatz fir die RT-PCR zur Titerbestimmung

Agenzien Menge
Forward Primer (10 pmol) 10,5 pl
Reverse Primer (10 pmol) 10,5l
iTag Universal SYBR Green Supermix 175l
DNA-free H.O 140 pl
Standard (DotA, 4 Verdinnungen) jelul
Template (gDNA) jelul
NTC (H20, Negativkontrolle) jeluyl

20 pl Gesamtvolumen/Ansatz

Tabelle 3.9 Temperaturprofil der RT-PCR zur Titerbestimmung

Schritt Aktiv. Denat. Annealing/Elongat. Finale Elongat.

Temperatur 95°C 95 °C 55°C 95°C 52°C

Zeit 5 Min. 10 s 30s 1 Min. 1 Min.
44 Zyklen

Fur die Analyse der PCR wurden die erhaltenen cycle threshold (Ct)-Werte aus den Duplikaten
des Standards und des Templates zunadchst gemittelt. Nun konnte aus den Werten des Standards
und den bekannten Potenzen (10%) eine Standardkurve kalkuliert werden. Auf Basis dieser
Standardkurve mit gegebenen Zahlenwerten fir die Steigung (m) und den Achsenabschnitt (b)
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wurde die Bakterienkonzentration der unbekannten Probe Uber lineare Interpolation mit den unten
aufgefuhrten Gleichungen berechnet.

1. y=mx +Db
2. XxX=y-b
m

3. GE/ul = 10x
4. GE/ml =10%x 1000

Der gemessene Ct-Wert der unbekannten Probe wurde als y in die Gleichung eingesetzt und
diese nach x umgestellt. Da x der Potenz (10¥) entspricht, konnte dieser Wert berechnet werden.
Das Ergebnis entsprach der GE/ul bei einem Einsatz von 1 pl in der RT-PCR. Korrigiert um einen
Faktor von 1000 wurden so die GE/ml kalkuliert.

3.2.2.2 Titerbestimmung eines C. burnetii -Stocks mittels Durchflusszytometrie

Zur Titerbestimmung der Coxiellen-Stocks mittels Durchflusszytometrie wurden 5x10° L929-
Fibroblasten in T25-Zellkulturflaschen ausgesét. Nach dem Adhéarent-Werden wurden diese in
verschiedenen Verdinnungsstufen (unverdiinnt, 1:5, 1:10, 1:25, 1:50, 1:100) mit dem neuen
Bakterienstock infiziert. 72 Stunden nach Infektion (hours post infection, hpi) wurden die Zellen mit
der notwendigen Trypsin-EDTA-L6sung abgel6st, zentrifugiert und die Zellzahl bestimmt (siehe
Kapitel 3.1.3). AnschlieRend wurden die Ansatze intrazellular mit dem CoxlI-Antikérper zum
Nachweis von C. burnetii angefarbt (siehe Kapitel 3.3.3). Auf Grundlage der Gesamtzellzahlen pro
Ansatz (nicht-infizierte Kontrolle und die jeweiligen Verdiinnungsstufen), dem prozentualen Anteil
infizierter Zellen pro Ansatz und unter Berlcksichtigung des Verdiinnungsfaktors (VF), konnte der
Titer des Coxiellen-Stocks mit der untenstehenden Formel bestimmt werden.

IFU/mlI = Anteil infizierter Zellen x Zellzahl x VF x10
100

Der Mittelwert des Coxiellen-Titers (IFU/ml) wird hierbei aus den Werten der Verdiinnungsstufen
gebildet, die im linearen Bereich liegen. Dariber hinaus wurde als Erganzung zu jeder
durchflusszytometrischen Titerbestimmung in L929-Fibroblasten aul3erdem eine Infektionskontrolle
in JAWS lI-Zellen durchgefihrt. Dies garantierte, dass verschiedene Stocks bei gleich eingesetzter
MOI auch zu einer vergleichbaren Infektionsrate und Schwankungen bei der Infektiositat nicht zur
Verfalschung von Ergebnissen fuhren. Dafir wurden JAWS II-Zellen mit der geeigneten Trypsin-
EDTA-L6sung abgeldst, zentrifugiert und die Zellzahl bestimmt. Nach dem Adhéarent-Werden
wurden je 1x10° JAWS lI-Zellen, auf Basis des Ergebnisses der bisherigen Titerbestimmung, mit
verschiedenen MOIs (10, 20, 50, 75, 100) infiziert. 72 hpi wurde der Anteil infizierter Zellen Gber eine
intrazellulare Anfarbung mit dem Coxll-Antikbrper durchflusszytometrisch bestimmt (siehe
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Kapitel 3.3.3). Mit Hilfe dieser Ergebnisse konnte fir jeden Stock eine geeignete MOI (Lebendtiter)
ausgewahlt werden, welche vergleichbare Infektionsraten in JAWS ll-Zellen hervorruft und so die
Vergleichbarkeit der Resultate garantiert.

3.2.3 Infektio n von Zellen

Fur alle Infektionsversuche wurden die Zellen zunéchst, wie unter 3.1.3 beschrieben, mit
Trypsin-EDTA-LOsung abgeldst, zentrifugiert und anschlieBend die Zellzahl mittels
Neubauerzahlkammer bestimmt. Abh&ngig vom jeweiligen Versuchsaufbau wurden die Zellen in der
bendtigten Dichte in die jeweiligen Zellkulturplatten/-flaschen oder auf Deckglaschen ausgesét. Im
besonderen Falle der Suspensionszelllinie KG-1 war zudem eine bis zu 72 h lange Vorbehandlung
mit PMA (10 ng/ml) und lonomycon (100 ng/ml) notwendig, um eine Differenzierung der Zellen und
damit das Adharent-Werden fiir eine erfolgreiche Infektion zu induzieren Entscheidend fiur die
Infektionsversuche war der Wechsel auf antibiotikafreies Kulturmedium mit einer maximalen fetalen
Rinderserum (fetal bovine serum, FBS)-Konzentration von 10%. Semi-adharente Zellen wurden
etwa 1 h nach der Aussaat, adharente Zellen nach dem Adh&rent-Werden (etwa 1 bis 2 h), mit
C. burnetii infiziert. Die benétigten Coxiellen-Stocks wurden dazu ziigig aufgetaut und entsprechend
der zu erreichenden MOI in Zellkulturmedium verdinnt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die
Zelllinien und Primarzellen, sofern nicht anders gekennzeichnet, mit den jeweiligen MOIs
(Lebendtiter) infiziert, die Tabelle 3.10 zu entnehmen sind.

Zur Kontrolle auf apoptotischen Zelltod wurden die behandelten und/oder infizierten Kulturen im
Umgang und bei der Aufbereitung routinemafig optisch mittels Trypanblau-Farbung untersucht.

Im Falle der Infektion von NK-Zellen ermdglicht die Zugabe des Inhibitors Sotrastaurin 3#° die
Detektion intrazellularer Bakterien in infizierten NK-Zellen, in dem die PKC # -abhangige Freisetzung
(Degranulierung) der bakterienhaltigen Granula dauerhaft blockiert wird.

Tabelle 3.10 Verwendete MOI zur Infektion der verschiedenen Zelllinien und Priméarzellen

Name Eingesetzte MOI (Lebendtiter)
Zelllinien

L929 10

JAWS I 10

KG-1 50

KY-2 10

RAW 264.7 10

Primarzellen

Priméare dendritische Zellen 10

Priméare NK-Zellen 10
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3.2.4 Reinfektion sassay

Der Reinfektionsassay diente dazu, die Infektiositdt von Zellsuspensionen und
Zellkulturiberstanden, die zuvor bereits mit C. burnetii infiziert waren, feststellen zu kénnen. Fir die
Analyse wurden die jeweiligen Zellen zunachst in gewiinschter Dichte in 6-well-Zellkulturplatten in
antibiotikafreiem Medium ausgesat und nach der Setzzeit mit Coxiellen infiziert. Nach der
gewunschten Inkubationszeit (24-120 hpi) wurden entweder nur der Zellkulturiiberstand oder die
gesamte Zellsuspension weiter aufbereitet.

Im Falle der Zellkulturiiberstande wurden diese gesammelt und bei 4°C und 250 rpm fir
10 Min. zentrifugiert. Die Suspensionszellen befanden sich nun im Pellet und die Coxiellen im US,
so dass dieser vorsichtig abgenommen und erneut bei 4°C und 4500 rpm fur 30 Min. zentrifugiert
werden konnte. Ergebnis dieses Zentrifugationsschrittes war ein Bakterienpellet, das in
Zellkulturmedium resuspendiert und dann direkt fur die Reinfektion genutzt werden konnte. Fir die
Reinfektion aus Zellsuspensionen wurde ebenfalls der Zellkulturiberstand gesammelt, gleichzeitig
wurden aber auch die adharenten Zellen mit Trypsin-EDTA-Losung abgeldst und mit dem US
vereinigt. Zur Freisetzung der Bakterien wurde das im Kapitel 3.2.1 beschriebene syringe releasing
fur einen mechanischen Aufschluss der Zellen genutzt. Anschlieend wurden die entstandenen
Zelltrtmmer bei 4°C und 400 rpm fir 5 Min. abzentrifugiert und der Coxiellen-haltige US fiir die
Reinfektion verwendet.

Die US, entstanden aus reinen Zellkulturiiberstanden oder den Zellsuspensionen, wurden nach
der Aufreinigung auf frisch ausgesate, adharente Reporterzellen, hier L929-Fibroblasten, gegeben
und fir 72 h inkubiert. Als Auswertesystem wurde die durchflusszytometrische Bestimmung der
Infektion (also der Anteil infizierter Zellen) Giber die intrazellulare Anfarbung mit dem Coxll-Antikérper
genutzt (siehe Kapitel 3.3.3).

3.2.5 Neutralisationsa ssay

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Anwesenheit sowie die Wirksamkeit neutralisierender
Antikdrper auf C. burnetii in verschiedenen Zellkultursystemen mit Hilfe eines Neutralisationsassays
etabliert und Uberpruft. Das Ausgangsmaterial waren Seren nicht-vakzinierter und Coxevac®-
vakzinierter infizierter Schafe aus einem Impf-Vorversuch im Rahmen einer Kooperation mit
Dr. Benjamin Bauer von der Tieréarztlichen Hochschule Hannover.

Um festzustellen, ob wirksame neutralisierende Antikorper gegentber C. burnetii in den
genannten Seren vorlagen, wurden die Bakterien (MOI 10) zunéchst fir 6 h bei 4°C auf einem
Schuttler mit den Seren inkubiert. Als Positivkontrollen wurden ein Negativserum sowie eine FBS-
und eine PBS-Kontrolle mitgefuihrt. Wahrenddessen wurden JAWS II-DCs und L929-Fibroblasten
als Reporterzellen vorbereitet. Dazu wurden pro Neutralisationsansatz 1x10° Reporterzellen in
6-well-Zellkulturplatten ausgesat. Nach Ablauf der Inkubation wurde die Bakterien-Seren-
Suspension auf die adharenten Reporterzellen gegeben und fir 72 h inkubiert. Ergdnzend waren
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aulerdem stets eine Infektionskontrolle ohne Pra-Inkubation sowie eine nicht-infizierte
Negativkontrolle Teil des Versuchsaufbaus. Um die Wirksamkeit der neutralisierenden Antikdrper zu
untersuchen, wurde die Anderung der Infektionsrate unter Serum-Inkubation im Vergleich zur
maximalen Infektionsrate der Positivkontrollen Uber eine intrazellulare Coxll-Anfarbung
durchflusszytometrisch bestimmt (siehe Kapitel 3.3.3).

Nach der Validierung wurde der Neutralisationsassay im Weiteren als zusatzliches
Auswertesystem fur eine erweiterte Coxevac®-Impfstudie der Tierarztlichen Hochschule Hannover
(Prof. Dr. Martin Ganter, Gesundheitsdienste fur kleine Wiederk&auer, Stiftung Tierarztliche
Hochschule Hannover) fir ausgewdahltes Probenmaterial eingesetzt. Hierbei wurde der relative
Neutralisationsfaktor etabliert, bei dem das Verhaltnis aus der Wirkung neutralisierender Antikdrper
vor und nach der Impfung berechnet wird.

3.3 Zellbiologische Methoden

3.3.1 Immunfluoreszenzmikroskopie

Die Immunfluoreszenzmikroskopie ermdglicht die intrazellulare Lokalisation von Proteinen oder
Pathogenen und so Schlussfolgerungen hinsichtlich Protein-Protein- und Protein-Pathogen-
Interaktionen sowie Kolokalisationsstudien.

Fur derartige Analysen wurden zunachst 1x10° Zellen/Ansatz in einer 6-well-Zellkulturplatte auf
zuvor abgeflammten Deckglaschen in Kulturmedium (ohne Antibiotikum) ausgesat. Nach dem
Adharent-Werden der Zellen folgte die C. burnetii-Infektion. Hierbei wurden beide der unter 2.1.1
genannten Coxiellen-Stdmme eingesetzt. Wurde der rot-fluoreszierende tdTomato-Coxiellen-
Stamm verwendet, wurde dem Zellkulturmedium auf3erdem noch Chloramphenicol (5,7 pg/ml)
zugesetzt, um den Selektionsdruck aufrechtzuerhalten. Nach Ablauf der Inkubationszeit, variierend
zwischen 24 und 72 h, begann die Aufbereitung der Immunfluoreszenzmikroskopie-Préparate.
In einem ersten Schritt wurde das Zellkulturmedium vorsichtig abgenommen und der Zellrasen mit
1 ml PBS gewaschen. Daraufhin erfolgte die Fixierung der Zellen mit Fixierpuffer (siehe Tabelle
3.11) fur mindestens 20 Min. bei 4°C auf einem Schuttler. Danach folgten drei weitere Waschschritte
mit je 1 ml PBS. Anschlie3end wurden die Praparate mit 500 pl Waschpuffer (siehe Tabelle 3.11)
fur 10 Min. bei Raumtemperatur (RT) auf dem Schuttler permeabilisiert. Zielte die Analyse auf eine
reine Oberflachenfarbung ab, wurde der Permeabilisierungsschritt ausgelassen und die in
Tabelle 3.11 angegebenen Puffer ohne Saponin eingesetzt. Die folgende Inkubation mit 1 ml
Blockpuffer (siehe Tabelle 3.11) sorgte fur eine Reduktion unspezifischer Bindungen und erfolgte fur
1 h bei RT auf dem Schattler. Nun wurden die Praparate mit den gewinschten Primarantikdrpern
inkubiert, welche zuvor in geeigneten Verdinnungen mit Blockpuffer angesetzt wurden.
Die Anfarbung erfolgte erneut schiittelnd bei RT fur 1 h. Anschlieend wurde das Primarantikorper-
Gemisch abgenommen und die Praparate dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Die Inkubation mit
den Fluoreszenz-gekoppelten Sekundarantikdrpern, ebenfalls in geeigneter Verdinnung mit
Blockpuffer, folgte im Anschluss fir 30 Min. bei RT im Dunkeln. Je nach Versuchsaufbau konnte
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eine Zweit-Anfarbung mit einem weiteren Primarantikdrper erfolgen, wenn bei der Auswahl der
Sekundarantikorper verschiedene Fluoreszenz-Markierungen bericksichtigt wurden. Nach einem
weiteren, dreimaligen Waschschritt mit Waschpuffer wurden die Zellen auf einem Objekttrager
fixiert. Grundlage dafur war ein 4 6-Di&midin-2-phenylindol (DAPI)-haltiges oder DAPI-freies
Einbettmedium. 10 pl dieses Einbettmediums wurden auf einen vorbereiteten Objekttréger pipettiert
und das Praparat mit Hilfe einer Pinzette und mit dem Zellrasen nach unten zeigend auf dem
Objekttrager platziert. Die Praparate wurden in diesem Zustand tUber Nacht in einer Feuchtkammer
bei 4°C im Dunkeln gelagert und hérteten am Folgetag bei RT fur 2 bis 3 h im Dunkeln aus.
AnschlieRend wurden die Praparate mit Nagellack versiegelt und bis zur mikroskopischen Analyse
bei 4°C im Dunkeln gelagert. Ausgewertet wurden die Praparate an einem Zeiss
Axiovert200/Apotome-Mikroskop in einer 63x Vergrol3erung.

Tabelle 3.11 Verwendete Puffer fir die Immunfluoreszenz

Name Agenzien

Fixierpuffer 2% PFA (in PBS)

Waschpuffer 0,1 % Saponin (in PBS)
Blockpuffer 0,1 % Saponin, 3 % BSA (in PBS)

3.3.2 Transmissionselektronenmikroskopie

Unter Einsatz der Transmissionselektronenmikroskopie kénnen Praparate in einer sehr hohen
Auflésung bis hinein in den nm-Bereich abgebildet werden. Dies liegt in der Tatsache begriindet,
dass Elektronenstrahlen eingesetzt werden, die im Vergleich zu sichtbarem Licht eine deutlich
kirzere Wellenlange aufweisen. Aufbereitung und Analyse der im Rahmen dieser Arbeit
dargestellten Objekte wurden durch Frau Dr. Kati Franzke vom FLI Riems durchgefihrt.

Als Vorbereitung auf die Transmissionselektronenmikroskopie wurden zunachst 1x10°
Zellen/Praparat in T75-Zellkulturflaschen in antibiotikafreiem Kulturmedium ausgesét und nach der
Setzzeit mit C. burnetii infiziert. Nach Ablauf der jeweiligen Inkubationszeit wurden die Zellen wie in
Kapitel 3.1.3 beschrieben abgeldst und 5 Min. bei 4°C und 1300 rpm zentrifugiert. Der entstandene
US wurde verworfen und das Zellpellet in 1 ml Zellkulturmedium aufgenommen, auf Eis gestellt und
dem Labor Franzke zur Epoxidharz-Einbettung Ubergeben. Im Rahmen der weiteren Aufbereitung
wurden die Zellen erneut pelletiert, mit Kakodylatpuffer (siehe Tabelle 3.12) gewaschen und mit der
Fixierlosung (siehe Tabelle 3.12) vorfixiert. Nach zwei weiteren Waschschritten mit Kakodylatpuffer
erfolgte die Zwischeneinbettung mit Einbettlosung und die Nachfixierung mit Osmium
(siehe Tabelle 3.12). Schlielich folgte die Kontrastierung en bloc nach zwei weiteren Waschungen
mit Kakodylatpuffer. AnschlieBend wurden die Préparate mit verschiedenen Ethanollésungen
schrittweise entwassert und mit Glycidether 100 (siehe Tabelle 3.12) eingebettet. Die Polymerisation
erfolgte fur 3 Tage bei 60°C.

Zur Herstellung von Préaparaten aus Zellkulturiiberstanden oder Bakterienstocks (C. burnetii und
Chlamydia (C.) psittaci) wurde dieses Protokoll leicht verandert. Die bakterienhaltigen US wurden

gesammelt und fur 1 h bei 4°C und 4500 rpm zentrifugiert, so dass ein Bakterienpellet entstand.
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Nachdem der US verworfen wurde, wurden die Bakterien entweder in einem geringen Volumen
(50 ul) resuspendiert oder unmittelbar als Pellet auf Eis gestellt und dem Labor Franzke tibergeben.
Hier folgte in einem ersten Schritt die Zwischeneinbettung in Low-Melting-Point (LMP)-Agarose
(siehe Tabelle 3.12), um Materialverlust vorzubeugen. Anschlie3end wurde mit der Fixierung und
den oben genannten Schritten bis zur Polymerisierung fortgefahren.

Nach der vollstandigen Polymerisation der Praparate konnten mittels Ultramikrotom (UC7,
Leica) Ultradinnschnitte angefertigt werden, die mit Uranylacetat und Bleiacetat nachkontrastiert
wurden. Die Schnitte wurden am Transmissionselektronenmikroskop (Tecnai-Spirit, FEI) bei einer
Beschleunigungsspannung von 80 kV 3 analysiert.

Tabelle 3.12 Verwendete Puffer und Lésungen fir die Transmissionselektronenmikroskopie

Name Agenzien
Kakodylatpuffer (pH 7,4) 0 , 1Natvlumkakodylat (in dH>O)
Fixierlosung (Vorfixierung) 2,5% Glutaraldehyd (in Kakodylatpuffer)

1,8% Low-Melting-Agarose
(in Kakodylatpuffer)
Fixierlésung (Nachfixierung) 2% O304 (in dH,0)
Kontrastierungslésung 1% Uranylacetat (in dH,0)

Einbettlésung (Zwischeneinbettung)

3.3.3 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie ist es, ebenso wie bei der Immunfluoreszenzmikroskopie,
mdglich, sowohl Oberflachenmolekiile als auch intrazellulare Strukturen (Proteine oder Pathogene)
mit  Antikdrpern auf Basis der spezifischen Antikdrper-Antigen-Interaktion anzufarben.
Die entscheidende Eigenschaft der Durchflusszytometrie ist hierbei, dass neben einer qualitativen
Analyse der angefarbten Strukturen auch eine Quantifizierung (prozentual oder als mittlere
Fluoreszenzintensitat, MFI) dieser mdglich ist. Urséachlich dafir ist das Messprinzip der
Durchflusszytometrie, welches darauf basiert, dass die fluoreszenzmarkierten Zellen durch einen
Flissigkeitsstrom vereinzelt und an Laserstrahlen verschiedener Fluoreszenzspektren vorbeigefihrt
werden. Darauf aufbauend kodnnen ergdnzend zu der Zielstruktur auch noch Gréfze
(im Vorwartsstreulicht, forward scatter, FSC) und Granularitat (im Seitwartsstreulicht, side scatter,
SSC) der Zelle analysiert werden. Auch bei der Durchflusszytometrie ist eine Mehrfachanfarbung
verschiedener Strukturen moéglich, wenn von fluoreszenzmarkierten Antikérpern verschiedener
Emissionsspektren Gebrauch gemacht wird.

Anfarbung von Oberflaichenmolekilen

Fur die Anfarbung von zellularen Oberflachenmolekiilen wurden je Ansatz 1x10° Zellen (nach der
Aussaat in antibiotikafreiem Kulturmedium, Infektion und/oder Behandlung und Inkubationszeit) mit
Trypsin-EDTA-LGsung (siehe Tabelle 3.2) abgeldst und 5 Min. bei 4°C und 1300 rpm zentrifugiert.
Der entstandene US wurde verworfen und das Zellpellet mit 200 pl kaltem DFN (siehe Tabelle 3.13)
gewaschen (Zentrifugenrohrchen: 5 Min., 4°C, 1300 rpm; Reaktionsgefald (1,5 ml): 5 Min., 4°C,
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3500 rpm). Nach Verwerfen des US folgte die Resuspension in der gewiinschten Primarantikérper-
Losung (verdinnt in DFN, 200 pl/Probe) mit einer Inkubation fir 1 h bei 4°C auf dem
Uberkopfschittler. Dies gewahrleistete eine gleichmaRige Anfarbung der Zellen. Im Anschluss
wurden die Zellen, wie oben beschrieben, mit DFN gewaschen, gefolgt von der 30-minutigen
Inkubation mit dem jeweiligen Sekundarantikdrper (verdinnt in DFN, 100 pl/Probe) bei 4°C im
Dunkeln auf dem Uberkopfschittler. Danach wurden die Proben erneut gewaschen und fur die
Messung am MACS Quant-Durchflusszytometer (Miltenyi Biotec) in einem angemessenen Volumen
(200-500 pl) PBS aufgenommen und in FACS-R6hrchen tbertragen.

Anfarbung intrazellularer Proteine

Fir Untersuchungen intrazellularer Proteine, Strukturen oder Pathogene (C. burnetii und C. psittaci)
wird eine Permeabilisierung bendétigt, die den Fluoreszenz-markierten Antikdrpern den Zugang zu
der Zielstruktur innerhalb der Zelle erméglicht. Zu Beginn der Analyse wurden 1x10° Zellen/Ansatz,
wie oben beschrieben, vom Boden des ZellkulturgefélRes abgeldst und bei 1300 rpm und 4°C fir
5 Min. zentrifugiert. Um Kulturmediumrickstande zu entfernen, erfolgte aufRerdem ebenso ein
Waschschritt mit kaltem DFEN (Zentrifugenréhrchen: 5 Min., 4°C, 1300 rpm; Reaktionsgefaf? (1,5 ml):
5 Min., 4°C, 3500 rpm). Nachdem der US verworfen wurde, folgte eine Inkubation der Zellsuspension
mit Fixierpuffer (200 pl/Probe, siehe Tabelle 3.13) fur 10 bis 15 Minuten bei RT auf dem
Uberkopfschiittler. Die besagte Permeabilisierung erfolgte nach einer Zentrifugation und dem
erneuten Verwerfen des US mit Waschpuffer (200 pl/Probe, siehe Tabelle 3.13) fir 30 Min.
schittelnd bei RT. Nach der Permeabilisierung konnte die Inkubation mit dem Primé&rantikorper
(verdinnt in Waschpuffer, 200 pl/Probe) fir 1 h bei RT auf dem Uberkopfschiittler erfolgen.
Erneut wurden die Proben zentrifugiert und der US verworfen. Im Anschluss wurden die Zellen mit
einem Fluoreszenz-markierten Sekundarantikdrper (verdiunnt in Waschpuffer, 200 pl/Probe) fur
30 Min. bei RT im Dunkeln auf dem Uberkopfschiittler inkubiert. Im Falle einer Mehrfachanfarbung
wurde an dieser Stelle mit einer weiteren Priméarantikorper-Inkubation fortgefahren. Aquivalent zur
Oberflachenfarbung wurden die Zellen nach der (letzten) Sekundarantikorper-Inkubation und einem
weiteren Zentrifugationsschritt in einer adaquaten Menge (200-500 pl) PBS aufgenommen, in
FACS-R0ohrchen tbertragen und am MACS Quant-Durchflusszytometer (Miltenyi Biotec) gemessen.

Tabelle 3.13 Verwendete Puffer und Lésungen fur die Durchflusszytometrie
Name Agenzien

449 mM CacCl; x H20

S00x DAB 246 mM MgCl, x H.O
10% FBS (in PBS)
DFN 0,2 % 500x DAB
0,1 % Natriumazid
Fixierpuffer 2 % PFA (in PBS)
Blockpuffer 10 mM Glycin (in PBS)
Waschpuffer 0,5 % Saponin, 0,5 % BSA (in PBS)
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3.3.4 Untersuchung des Einflusses von Fc-Rezeptoren

Fc-Rezeptoren (Fc-R) sind Membranrezeptoren auf der Oberflache einer Vielzahl von
Immunzellpopulationen, die verschiedene Immunglobulinisotypen, also Antikorper, binden kdnnen.
Haben die Immunglobuline ein Pathogen erkannt und gebunden (opsoniert), konnen diese
Komplexe durch phagozytierende Zellen aufgenommen werden, wenn diese den bendtigten Fc-R
auf der Oberflache tragen. Um den Einfluss dieser Fc-R bei der Aufnahme von opsonierten Bakterien
untersuchen zu kénnen, wurde ein Fc-R-Blockierungsversuch durchgefihrt.

Fir jeden Ansatz wurden 1x10° JAWS lI-Zellen mit und ohne Fc-R-Blockierungsreagenz (1:3 in
PBS verdinnt) fur 30 Min. auf dem Uberkopfschiittler bei 4°C vor-inkubiert. AnschlieBend wurden
die Zellen mit 20 pl Serum C. burnetii-infizierter Schafe versetzt und fir 20 Min. bei 4°C auf dem
Uberkopfschittler inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte mit kaltem PBS, nach jeweiliger
Zentrifugation fir 5 Min. bei 4°C und 3500 rpm und Verwerfen des US. AnschlieRend wurden die
Zellen fur 20 Min. auf dem Uberkopfschittler mit dem Sekundarantikorper inkubiert. Nach zwei
weiteren Waschschritten, wie bereits beschrieben, konnten die Proben am MACS-Quant
Durchflusszytometer (Miltenyi Biotec) untersucht werden. Analysiert wurde hierbei die Bindung
beziehungsweise die Blockierung der Bindung zwischen den Immunglobulinen aus dem
Schafsserum und dem spezifischen Sekundéarantikorper.

3.3.5 Messung der Autophagosomen

Fur die Detektion der Autophagosomen wurde Monodansylcadaverin (MDC) verwendet.
Es handelt sich dabei um ein autofluoreszierendes Reagenz, das sich spezifisch in
Doppelmembranen einlagert und somit nur Kompartimente oder Vakuolen mit entsprechenden
Membranen nachweist. Auf Grund der hohen Spezifitat der Doppelmembran-Farbung ist MDC ein
etablierter Marker fir den Nachweis von Autophagosomen/Autophagolysosomen, die diese
Membranen vorrangig besitzen 34734, Im Rahmen dieser Arbeit wurde MDC (unter anderem) fiir die
durchflusszytometrische und immunfluoreszenzmikroskopische Bestimmung der Autophagosomen
eingesetzt.

Fir die durchflusszytometrische Untersuchung wurden zunachst 1x10° Zellen prapariert und in
Phenolrot-freiem Kulturmedium in 6-well-Zellkulturplatten ausgesat. Nach einer Inkubationszeit von
72 h erfolgte die Zugabe von 50 pM MDC unmittelbar in jedes well. Darauf folgte eine weitere
Inkubation fir 1 h bei 37°C im Inkubator. Wéahrend dieser Zeit erfolgte die Anfarbung der
Autophagosomen Uber das membranpermeable MDC. Im Anschluss wurden die Zellen mit Trypsin-
EDTA-L6sung (siehe Tabelle 3.2) abgelost, in einem Zentrifugenrohrchen (15 ml) gesammelt und
bei 1300 rpm fiir 5 Min. bei 4°C zentrifugiert. Der entstandene US wurde verworfen und das Zellpellet
in 200 pl PBS resuspendiert. Die durchflusszytometrische Messung zur Quantifizierung des Anteils
MDC-positiver Zellen erfolgte unmittelbar am MACS-Quant Durchflusszytometer (Miltenyi Biotec).
Die Vorbereitung auf die immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchung entsprach dem Ablauf fur
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die Durchflusszytometrie, einziger Unterschied war das Ausséen der Zellen auf abgeflammte
Deckglaschen (siehe Kapitel 3.3.1). Nach 72 h Inkubation wurde jedes well gleichermal3en um
50 uM MDC ergénzt und fur 1 h bei 37°C inkubiert. Anschlieend erfolgte ein Waschschritt mit PBS
und die Fixierung der Zellen auf dem Deckgléaschen (siehe Kapitel 3.3.1). Nach erneutem Waschen
mit PBS erfolgte ein Blockierungsschritt mit Glycinpuffer (siehe Tabelle 3.13) schittelnd fur
10 Minuten bei 4°C. Die Einbettung mit Einbettmedium erfolgte nach einem letzten PBS-
Waschschritt. In diesem Fall wurde DAPI-freies Einbettmedium verwendet, um Fluoreszenz-
Uberlappungen zwischen DAPI und MDC bei der Mikroskopie zu verhindern. Die weitere
Bearbeitung der Praparate erfolgte wie bereits unter 3.3.1 beschrieben. Die Analyse der Praparate
erfolgte an einem Zeiss Axiovert200/Apotome-Mikroskop in einer 63x Vergrof3erung.

3.3.6 Untersuchung des mitochondrialen Membranpotent ials ( qoy)

Das mitochondriale Membranpotential ( oqxy wurde mit Hilfe des JC-1 Mitochondrial Potential
Flow Cytometry Assay Kit von Cayman Chemical durchflusszytometrisch nachgewiesen. Hierbei
fungiert das Membranpotential als Parameter fiir die Vitalitat und Funktionalitat der Mitochondrien.
Da die Mitochondrien zentraler Bestandteil der Energieproduktion der Zelle sind, spiegelt die Vitalitat
des Mitochondriums somit auch die Vitalitat der Zelle wider. Die durchflusszytometrische Anfarbung
beruht auf dem Farbstoff 5,5,6,6-Tetrachloro-1,1,3,3-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanin-lodid
(JC-1), welcher in die Mitochondrien eindringt und dort je nach Zustand der Mitochondrien
fluoreszierende Komplexe formt. Intakte Mitochondrien mit einem hohen gy, sorgen fir eine Bildung
von Komplexen, welche J-Aggregate genannt und in der durchflusszytometrischen Analyse als rote
Fluoreszenz detektiert werden. In geschadigten Mitochondrien, mit einem sehr geringem Yy,
verbleibt der Farbstoff JC-1 hingegen in seiner monomeren Form, welche als griine Fluoreszenz
nachweisbar ist.

Fir die Anfarbung in den beschriebenen Zellkultursystemen wurden je Ansatz 1x10° Zellen in
antibiotikafreiem Medium ausgesat, mit C. burnetii infiziert und/oder anderweitig behandelt. Nach
einer Inkubationszeit von 48 h wurden die Zellen mit einer Trypsin-EDTA-L6sung (siehe Tabelle 3.2)
abgeldst und 5 Min. bei 4°C und 1300 rpm zentrifugiert. Der US wurde verworfen oder fiir weitere
Versuche bei -20°C verwahrt. AnschlieRend wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren.
Fur die Analyse am Durchflusszytometer (MACS-Quant, Miltenyi Biotec) wurden die Proben in
FACS-R0ohrchen Uberfuhrt und parallel im roten (PE) und grinen (FITC) Kanal gemessen.

3.3.7 Bestimmung des Anteils reaktiver Sauerstoffspezies
Fur die Analyse des oxidativen Stresses wurde der intrazellulare ROS-Anteil bestimmt.

Zu diesem Zwecke wurde das CellROX® Green Reagent der Firma Life Technologies verwendet
und dabei nach den Angaben des Herstellers verfahren. Bei dem CellROX® Green Reagent handelt

57



Methoden

es sich um ein membrangangiges Reagenz, welches im Grundzustand nur eine geringe Fluoreszenz
aufweist. Kommt es zur Oxidation durch ROS, kann eine griine Fluoreszenz detektiert werden.

Zur Bestimmung des ROS-Anteils wurden 1x10° JAWS II-Zellen in antibiotikafreiem Medium
ausgesat und mit C. burnetii infiziert. Als Positivkontrolle wurde ein ROS-Donor,
tert-Butylhydroperoxid (TBHP, 200 puM), eingesetzt. Nach 72 h erfolgte die Zugabe von des
CellROX® Green Reagent (5 uM) und eine weitere Inkubation fir 30 Min. bei 37 °C. Nach Ablauf
dieser Zeit wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und mit der entsprechenden Trypsin-
EDTA-LOsung (siehe Tabelle 3.2) abgelost. Die Zellsuspension wurde bei 1300 rpm bei RT fur
5 Min. zentrifugiert und das entstandene Zellpellet noch einmal mit PBS gewaschen. Nach einer
zweiten Zentrifugation (1300 rpm, 5 Min., RT) konnten die Zellen in einer geeigneten Menge PBS
aufgenommen und am MACS-Quant-Durchflusszytometer (Miltenyi Biotec) gemessen werden.

3.3.8 Live Cell Imaging

Das Live Cell Imaging (LCI) ermoglicht das Erstellen von Echtzeitaufnahmen verschiedenster
Zellkultursysteme im Durchlicht sowie in verschiedenen Emissionsspektiren. Unter Einsatz
fluoreszierender Pathogene ist es zudem mdglich, diese innerhalb und au3erhalb der Zielzellen zu
lokalisieren.

Einem solchen Analyseansatz folgend, wurden 1x10° KY-2-Zellen in p-LCI-Schalen (35 mm,
ibidi) ausgesat. Diese speziellen Zellkulturschalen werden mit einem Deckel fest verschlossen.
Da in diesem Fall kein Gasaustausch mehr moglich ist, wurde das verwendete antibiotikafreie
Zellkulturmedium mit 20 mM HEPES gepuffert. Nach dem Adhéarent-Werden wurden die KY-2-Zellen
mit C. burnetii (MOI 30) infiziert. Hierfur wurde der rot-fluoreszierende tdTomato-Coxiellen-Stamm
verwendet, daher wurde das Zellkulturmedium auf3erdem mit 5,7 pg/ml Chloramphenicol versetzt
um den Selektionsdruck zu erhalten. Nachdem davon ausgegangen werden konnte, dass der
Groliteil der Bakterien in die Zellen aufgenommen wurde (2,5 hpi), erfolgte dreimaliges Waschen
mit sterilem PBS. Dadurch konnten nicht-internalisierte Bakterien aus dem System entfernt werden.
Nachfolgend wurden verschiedene Strategien fir das LCI angewandt.

Zum einen wurden die Proben nach diesem Waschschritt mit frischem Zellkulturmedium
(antibiotikafrei, 20 mM HEPES, 5,7 pg/ml Chloramphenicol) versetzt und bis zum Ablauf der
Inkubationszeit inkubiert. Zum anderen wurde erganzend die Mdglichkeit einer Uberschichtung mit
LMP-Agarose genutzt, um die Mobilitat der KY-2-Zellen zu reduzieren und die Qualitat der
Aufnahmen zu verbessern. Zu diesem Ziel wurde doppelt konzentriertes Zellkulturmedium, inklusive
aller bendtigten Zusatze, in einem Wasserbad auf 37°C erwarmt und 1:1 mit ebenfalls vorgewarmter,
steriler 1,2% LMP-Agarose versetzt. So entstand ein einfach konzentriertes Zellkulturmedium mit
einer finalen Konzentration von 0,6% LMP-Agarose. Diese niedrige Agarosekonzentration
garantierte eine stabile Zellvitalitat bei verringerter Mobilitdt. Nach Abnahme des urspringlichen
Zellkulturmediums aus den LCI-Schalen wurden die Zellen zigig mit dem vorgewarmten LMP-
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agarosehaltigen Zellkulturmedium Uberschichtet. Die Aushartung erfolgte fur 2-3 Min. bei RT.
AnschlieRend wurden die Schalen bis zum LCI im Brutschrank bei 37°C inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit (24 hpi) wurden die Proben an Herrn Luca Zaeck aus dem Labor
von Herrn Prof. Dr. Stefan Finke vom FLI fur die Aufnahmen Ubergeben. Die Praparate wurden am
Fluoreszenz-Mikroskop (DMi8, Leica; Objektiv: HC PL APO 63x/1.30 GLYC UV,
Kamera: DFC7000GT) und mit dem Konfokalen Laserscan-Mikroskop (DMI6000 TCS SP5, Leica;
Objektiv: HCX PL APO lambda blue 63x/1.40 OIL UV; Detektion: hybrid detector [HyD],
scan speed: 1400 Hz, pinhole: 280 um, z-step size: 2 um) in einer 63x VergrofRerung untersucht.
Fir die Langzeitaufnahmen lagerten die Platten in einer Heizkammer (HT200, ibidi) bei einer
konstanten Temperatur von 37°C. Fur die Nachbearbeitung, Auswertung und das Bakterientracking
wurde die Software Fiji (ImageJ) verwendet. Die Originalfiime sind unter folgenden Adressen
abzurufen.

1) https://iai.asm.org/highwireffilestream/173591/field_highwire_adjunct_files/1/IAl1.00172-20-sm002.mp4
2) https://iai.asm.org/highwire/filestream/173591/field_highwire_adjunct_files/2/1AI.00172-20-sm003.mp4
3) https://iai.asm.org/highwire/filestream/173591/field_highwire_adjunct_files/3/1A1.00172-20-sm004.mp4

3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Herstellung von Zelllysaten

Grundlage der proteinbiochemischen Western-Blot-Analyse waren Zelllysate. Fir die
Herstellung dieser Lysate wurden die Zellen in der bendtigten Zelldichte in Zellkulturplatten ausgesat
und nach dem Adhéarent-Werden mit C. burnetii infiziert und/oder noch mit weiteren Reagenzien
behandelt. Nach Ablauf der jeweiligen Inkubationszeit wurden die Zellen abhangig von der
gewunschten Fraktion, die in der Western-Blot-Analyse untersucht wurde, in verschiedener Weise
weiterbehandelt.

Lysatherstellung aus l6slichen Bestandteilen

Fur die Herstellung von Lysaten aus l6slichen Zellbestandteilen wurden die Zellen, wie unter 3.1.3
beschrieben, mit Trypsin-EDTA-LAsung abgel6st, in einem Zentrifugenréhrchen (Zellsuspension
und US) oder einem Reaktionsgefal (nur Zellsuspension) gesammelt und bei 1300 rpm fiir 5 Min.
bei 4°C zentrifugiert. AnschlieRend wurde der entstandene US verworfen und das Pelletin 1 ml PBS
resuspendiert, um Reste des Zellkulturmediums zu entfernen. Es folgte ein weiterer
Zentrifugationsschritt bei 3500 rpm fur 5 Min. bei RT. Im Anschluss wurde die Zellzahl mit einer
Neubauerzahlkammer bestimmt und das Zellpellet in Lysepuffer (100 pl/1x10° Zellen, siehe Tabelle
3.14) resuspendiert. Die Zelllyse erfolgte fir 30 Min. auf Eis. Danach wurden die lysierten Zellen bei
14.000 rpm und 4°C fur 30 Min. zentrifugiert. Die unléslichen Kerne und etwaige Zelltrummer lagen
im Anschluss als Pellet vor, so dass die léslichen Bestandteile als Uberstand in ein neues
Reaktionsgefal? tberfihrt und bis zur Western-Blot-Analyse bei -20°C gelagert werden konnten.
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Lysatherstellung aus Lysepuffer-unldslichen Bestandteilen/Totallyse

Die Herstellung von Zelllysaten aus Lysepuffer-unloslichen Bestandteilen erfolgte bis einschlief3lich
zum letzten Zentrifugationsschritt wie bereits im vorherigen Absatz beschrieben. Um die Moglichkeit
zu nutzen, auch das ungelOste Kernpellet weiter analysieren zu kdnnen, wurde das entstandene
Pellet nicht verworfen, sondern in einer geringen Menge (15 pl) PBS oder Ladepuffer aufgenommen
und einer Ultraschall-Behandlung (3x 100 Watt, 20-30 s) unterzogen. Zellbestandteile, die
unempfindlich gegenlber den verwendeten Lysepuffern waren, konnten so ebenfalls fur die
Untersuchungen zugéanglich gemacht werden. Die entstandene Suspension wurde im Anschluss in
der gewinschten Menge Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS)-Probenpuffer
(siehe Tabelle 3.16) aufgenommen und die Ultraschall-Behandlung noch einmal wiederholt.
Es folgte die Lagerung bei -20°C bis zum Einsatz in der Analyse. Fir den Nachweis der Hypoxie
mittels HIF-1 (@rfolgte erganzend ein Aufkochen der Proben bei 95°C fiir 5 Min. sowie eine Lagerung
bei -80°C.

Lysatherstellung aus Zellkulturiberstanden

Fir die Detektion von Bestandteilen aus Zellkulturiiberstdnden wurden die Zellen zunéchst, wie zu
Beginn des Kapitels beschrieben, ausgesét, infiziert und/oder anderweitig behandelt. Nach Ablauf
der Inkubationszeit wurden nun allerdings ausschlief3lich die Zellkulturiiberstande abgenommen und
in Reaktionsgefallen (ultrazentrifugationsfahig, 2 ml) gesammelt. Es folgte eine Ultrazentrifugation
bei 100.000 rpm und 4°C fir 1 h. Die im US enthaltenen Bestandteile lagen nun als Pellet vor,
so dass der neu entstandene US verworfen werden konnte. Ohne das Pellet zu l6sen, wurde es
zweimal mit kaltem PBS gewaschen und erneut bei 100.000 rpm und 4°C fur 15 Min.
ultrazentrifugiert. Nachdem der US verworfen wurde, wurde das Pellet in der gewiinschten Menge
SDS-Probenpuffer (siehe Tabelle 3.16) aufgenommen und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

Plasmamembran-Isolation

Fur die Untersuchung explizit plasmamembransténdiger Proteine und ihrer Expression war es
notwendig, dass die Membran nicht gemeinsam mit der Zielzelle lysiert, sondern intakt isoliert wurde.
Mit Hilfe dieses Verfahrens konnte zwischen der Proteinexpression auf der Zelloberflache und der
Gesamtzellexpression differenziert werden. In diesem Fall wurden die Zellen zunachst regular
ausgesat, infiziert und/oder mit Reagenzien versetzt. Die Zellen wurden mit der jeweiligen Trypsin-
EDTA-L6sung abgeldst (siehe Kapitel 3.1.3), in einem Zentrifugenréhrchen gesammelt und bei
450 xg fur 10 Min. bei 4°C zentrifugiert. Der entstandene US wurde verworfen und das Pellet in einer
geringen Menge (15 ul) kaltem PBS/Complete (siehe Tabelle 3.14) aufgenommen. Es folgte eine
Ultraschall-Behandlung (3x 100 Watt, 30 s) und eine weitere Zentrifugation bei 12.000 xg fir 20 Min.
bei 4°C. AnschlieRend wurde der US gesammelt, in ultrazentrifugationsfahige ReaktionsgefaRe
Uberfuhrt und bei 50.000 xg bei 4°C fur 1 h ultrazentrifugiert. Das Pellet wurde, ohne es zu l6sen,
einmal mit kaltem PBS gewaschen und in der gewiinschten Menge SDS-Probenpuffer
(siehe Tabelle 3.16) aufgenommen. Die Proben wurden bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.
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Tabelle 3.14 Verwendete Puffer fur die Herstellung von Zelllysaten

Name Agenzien
50 mM Tris-HCI (pH 7,4)
150 mM NacCl
1% NP-40

RIPA-Puffer 0.25% DOC

1x Complete/50ml

5 mM Na-Fluorid

. 1% Triton X-100 (in PBS)

Triton X-100 1x Complete/50ml|

PBS/Complete 1x Complete/50ml (in PBS)
10 mM Tris-HCI (pH 6,8)
6,65 M Harnstoff
1 % SDS
10% Glycerin

HIF-1 tLyse-/Ladepuffer 1x Complete/50ml
Bromphenolblau (wenige Kristalle)
7% b-Mercaptoethanol (stets frisch
zuzugeben)
50 uM CoCl; (stets frisch zuzugeben)

3.4.2 SDS-Polyacrylamid -Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ermdglicht das elektrophoretische
Auftrennen der in einem Zelllysat vorliegenden Proteine entsprechend ihres Molekulargewichtes 34,
Basis dieser Auftrennung ist das SDS. SDS bindet die Proteine gleichermalf3en, denaturiert sie und
verleiht ihnen dadurch die notwendige negative Ladung. Das fir die Elektrophorese verwendete
Polyacrylamid-Gel (siehe Tabelle 3.15) enthalt ebenfalls SDS, so dass die negativ-geladenen
Proteine durch diese netzartige Struktur wandern und aufgetrennt werden. Die Analyse erfolgt Gber
das Molekulargewicht in Kilodalton (kDa).

Tabelle 3.15 Zusammensetzung der verwendeten Acrylamid -Gele

Agenzien Sammelgel Trenngel (10%) Trenngel (15%)
Acrylamid 1,3 ml 10 mi 15 mi
Sammelgelpuffer! 2,5ml - -
Trenngelpuffert - 7,5 ml 7,5 ml
ddH.0 6,1 ml 12 ml 7 ml
SDS-L6sung (10%) 100 pl 300 pl 300 pl

APS 100 pl 100 pl 100 pl
TEMED 20 pl 30 ul 30

(10,5 M Tris-HCI, pH 6,8 @ 1,5M Tris-HCI, pH 8,8

Fur die Denaturierung und Polarisierung der Proteine in den Zelllysaten wurden diese 1:1 mit
2x SDS-Probenpuffer (siehe Tabelle 3.16) versetzt und fir 10 Min. bei RT auf dem Schittler
inkubiert. AnschlieBend wurde das Polyacrylamid-Gel mit den jeweiligen Proben sowie dem
Molekulargewichtsmarker (P a g e Ru | Rrestiined Protein Ladder, Fermentas) beladen.
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Die Auftrennung erfolgte bei einer konstanten Stromstarke von 40 mA in 1x Elektrophorese-Puffer
(E-Puffer, siehe Tabelle 3.16).

Tabelle 3.16 Zusammensetzung der verwendeten Puffer fir die SDS-PAGE

Name Agenzien Menge
SDS-L6sung (10%) 20 ml
Glycerin 10 ml
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 12,5 ml

2x SDS Probenpuffer

. ddH,0 7,5 ml
(mit Harnstoff) Harnstoff (2,4 M) 729
Bromphenolblau wenige Kristalle
b-Mercaptoethanol 7% (stets frisch zuzugeben)
10x E-Puffer (in dH,0) gﬁcin 2o
10x E-Puffer 100 ml
1x E-Puffer SDS-Ldsung (10%) 10 ml
ddH,O 890 ml

3.4.3 Western -Blot -Analyse

Nach der Auftrennung der im Zelllysat enthaltenen Proteine mittels SDS-Page wurden diese
vom Polyacrylamid-Gel auf eine Nitrozellulosemembran (0,45 um) transferiert. Der Transfer erfolgte
fur 45 Min. in Blotpuffer (siehe Tabelle 3.17) bei einer konstanten Stromstérke von 500 mA. Um die
Effizienz des Transfers zu Uberprifen, wurde im Anschluss eine Ponceau S-Farbung (siehe
Tabelle 3.17) durchgefuhrt. Durch die reversible Bindung an die Aminogruppen der Proteine kénnen
diese auf der Nitrozellulose sichtbar gemacht werden. AnschlieBend wurde die Farbung mit ddH.O
und Waschpuffer (siehe Tabelle 3.17) wieder entfernt. Der néchste Schritt, das Blocken von
unspezifischen Bindungsstellen, erfolgte fur 2 h bei RT auf dem Schdittler. Auf dreimaliges Waschen
mit Waschpuffer fir je 5 Min. folgte die Inkubation mit den spezifischen Primarantikérpern.
Die notwendigen Verdinnungen wurden in Waschpuffer (ll, siehe Tabelle 3.17), unter Zusatz von
10% FBS angesetzt, um etwaige unspezifische Bindungen zu unterbinden. Die Inkubation erfolgte
Uber Nacht bei 4°C auf dem Schiittler. Am darauffolgenden Tag wurde die Nitrozellulosemembran
zunachst erneut dreimal fur 5 Min. mit Waschpuffer gewaschen. Im Anschluss konnte die Membran
fur 30 Min. bei RT mit einem Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP)-gekoppelten
Sekundarantikorper (verdinnt in Waschpuffer) auf dem Schiittler inkubiert werden. Nach drei
erneuten Waschschritten konnte die spezifische Bindung der Antikbrper Uber die
enhanced chemiluminescence (ECL)-Reaktion detektiert werden. Bei dieser Reaktion wird Luminol
unter dem Einfluss von Wasserstoffperoxid katalysiert und durch die an den Sekundarantikorper
gekoppelte HRP oxidativ umgesetzt. Infolgedessen kommt es zu einer Emission von Licht, die durch
Auflegen eines Rontgenfilms auf die Nitrozellulosemembran detektiert werden kann. Als ECL-
Lésung wurde das P i e r E@LBANestern Blotting Substrate (ThermoFisher Scientific) verwendet.
Die beiden Substratldsungen wurden in einem 1:1 Verhaltnis gemischt und die Membran in dieser
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Losung fur 1 Min. schittelnd inkubiert. Dann erfolgte die Detektion der ECL-Reaktion mit der
automatischen Entwicklermaschine Compact 2 der Firma Protec.

Je nach Versuchsaufbau war es im Anschluss mdglich, noch weitere Anfarbungen
vorzunehmen. Dazu wurde die Nitrozellulosemembran ausgiebig mit Waschpuffer gewaschen, um
alle ECL-Reste zu entfernen. Anschlie3end konnte eine weitere Anfarbung mit ergadnzenden Primar-
und Sekundéarantikdrpern erfolgen.

Tabelle 3.17 Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Ldsungen fiir die Western -Blot -Analyse

Name Agenzien Menge
Blotouffer 10x E-Puffer 100 ml
P ddH0 890 m|

Ponceau (in PBS) 0,1%
Ponceau S o

Essigsaure 5%
Waschpuffer Tween-20 (in PBS) 0,1%
Waschpufffer (II) FBS (in Tween-20 in PBS) 10 %
Blockpuffer Milchpulver (in PBS/Tween-20) 5%

3.4.4 Zytokinarray

Der zZytokinarray Proteome Profiler Mouse Cytokine Array Kit, Panel A der Firma R&D Systems
basiert wie auch der Western-Blot auf der Detektion der spezifischen Antikdrperbindung auf einer
Nitrozellulosemembran. In diesem Fall sind auf einer einzigen Membran Antikdrper gegen
40 verschiedene Zytokine und Chemokine, jeweils als einzelne Spots, aufgebracht. Auf diese Weise
konnen die Botenstoffe in den Zellkulturiberstanden Uber die spezifische Bindung an den
Antikorpern auf dieser Nitrozellulosemembran nachgewiesen werden.

Zur Herstellung der Zellkulturtiberstande wurden 1x10° JAWS Il in einer 6-well-Zellkulturplatte
ausgesat, mit C. burnetii infiziert und/oder mit weiteren Reagenzien behandelt. Nach einer
Inkubationszeit von 72 h wurden die US in ReaktionsgefaRen (2 ml) gesammelt und fiir 30 Min. bei
4°C und 14.000 rpm zentrifugiert. Dieser Schritt diente zum Ausschluss von etwaigen Zellen,
Zelltrimmern oder Bakterien. AnschlieRend konnte der US abgenommen und in ein neues
Reaktionsgefal uberfuhrt werden. Die Uberstande wurden unmittelbar untersucht oder bis zu der
Verwendung bei -80°C gelagert. Bei der Durchfihrung des Zytokinarrays wurde nach den
Herstellerangaben verfahren. Bei der Auswertung wurden nur die mittleren Pixelintensitaten gro3er
als ein Wert von 2000 einbezogen. Signale mit niedrigeren Pixelintensitaten wurden auf Grund der
Schwaéche des Signals ausgeschlossen.

3.4.5 Identifizierung von MHC-gebundenen Peptiden mittels nLC-MALDI-TOF/TOF
Massenspektrometrie

Um MHC-gebundene Peptide zu identifizieren, wurde die matrix-assisted laser
desorption/ionization-time  of flight (MALDI-TOF/TOF)-Massenspektrometrie angewendet.
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Bei diesem Verfahren kann die Masse von Molekilen in einer Gréf3enordnung von 5 bis 500 kDa
bestimmt werden. Die Probe wird dabei zunachst in ein Matrix-Material eingebettet und in Folge
durch Laserpulse ionisiert. Die entstandenen lonen kdonnen nun in einem elektrischen Feld
beschleunigt und die Flugzeit mittels eines TOF-Analysators analysiert werden. Probenaufbereitung
und -messung wurden in Zusammenarbeit mit Herrn Bahne Christiansen und Herrn Dr. Axel Karger
vom FLI Riems durchgefihrt.

Fir die Isolation der zu analysierenden Peptide wurden zunéchst 1x10” JAWS II-Zellen in
T175-Zellkulturflaschen ausgeséat, mit C. burnetii infiziert und/oder mit weiteren Reagenzien
behandelt. Nach einer Inkubationszeit von 72 h wurden die JAWS lI-Zellen, wie unter Kapitel 3.1.3
beschrieben, geerntet und in Zentrifugenréhrchen (50 ml) tberfihrt. Es wurden 50 pl Aliquots fur die
Kontrolle der Zellzahl abgenommen und die Zellen anschlieBend bei 90 xg und 4°C fur 5 Min.
zentrifugiert. Es folgten drei Waschschritte (90 xg, 4°C, 5 Min.) mit 5 bis 7 ml PBS, um
Kulturmediumriickstande zu entfernen. Der letzte Waschschritt erfolgte hierbei mit 500 bis 1000 pl
PBS, so dass ein Wechsel auf die kleineren Reaktionsgefaf3e (1,5 ml) moglich war. Nach der letzten
Abnahme des US wurde das Zellpellet durch leichtes Schnipsen resuspendiert und es wurde mit der
Elution fortgefahren. Fir die Elution wurden die Proben mit 0,5 ml Citratpuffer (siehe Tabelle 3.18)
fur eine milde, saure Peptidisolation versetzt 3. Die Peptidisolation wurde fir 3 Min. unter
regelmaRigem Schnipsen durchgefihrt. Inklusive der anschlieRenden Zentrifugation bei 90 xg, 4°C
fur 5 Min. ergab sich eine Gesamt-Elutionszeit von 8 Min. Das entstandene Pellet enthielt die
Zelltrtmmer, der US hingegen beinhaltete die geldsten Oberflachenmolekiile (Proteine, Peptide),
daher wurde dieser in ein neues Reaktionsgefal® tberfihrt. Es folgten (mindestens) zwei weitere
Zentrifugationsschritte bei 10.000 xg bei 4°C fir 10 Min., um weitere zellulare Rickstande zu
entfernen. Dabei wurde der US stets vorsichtig in ein neues ReaktionsgefaR tiberfuihrt. Sobald nach
der Zentrifugation kein Pellet mehr sichtbar war, wurde der US abermals in ein neues
Reaktionsgefal? tberfihrt, wobei ein minimales Flissigkeitsvolumen zuriickgelassen wurde, um
Kontaminationen mit zellularen Restbestandteilen vollstandig auszuschlieen. Die Proben wurden
auf Eis gestellt und fur die weitere Bearbeitung an das Labor Karger tbergeben. Dort folgte das
Filtrieren der Proben mit einer 3 kDA cut-off Zentrifugen-Filtereinheit (Amicon®) fir 25 Min. bei
14.000 xg. Dies diente der Abtrennung von Verunreinigungen wie Proteinen, vorwiegend des b 2
Mikroglobulins und sicherte eine ungestorte Identifizierung der gebundenen Peptide. Die gefilterten
Proben wurde in 200 pl PBS aufgenommen und fir 10 Min. bei RT und 600 rpm auf dem Schiittler
inkubiert. Daraufhin folgte die Entsalzung Uber eine Empore HP Extraction Disk Cartridge
(C18-SD, 3 Mnd die Einengung der Proben mittels einer Vakuumzentrifuge. Im Anschluss wurden
die Proben in 50 pl 0,1% Trifluoressigsaure (trifluoroacetic acid, TFA)-Losung (siehe Tabelle 3.18)
aufgenommen, direkt massenspektrometrisch analysiert oder bis zur Untersuchung bei -20°C
gelagert.

Basis der Analyse war eine nano liquid-chromatography (nLC)-MALDI-TOF-MS/MS-Plattform,
welche sich aus einem nLC-System (UltiMate 3000, ThermoFisher Scientific), einem Spotroboter
(Proteineer fcll Sample Spotting Roboter, Bruker) und dem MALDI-TOF/TOF-System
(UltrafleXtreme, Bruker) zusammensetzte. FUr die Analyse wurden je 2 ug der Proben, geldst in
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TFA, zunachst auf eine Vorsaule (Acclaim PepMap100 C18, ThermoFisher Scientific) gegeben.
Die Elution auf einer analytischen S&ule (Acclaim PepMap RSLC C18, ThermoFisher Scientific)
erfolgte bei einer konstanten Flussrate von 300 nl/Min., nach einer vorherigen Waschung mit
0,05% TFA (siehe Tabelle 3.18). Fir die chromatographische Trennung wurden lineare
Gradientenprofile verwendet, die sich aus der Mischung der Gradienten-L6ésung A und B ergaben
(siehe Tabelle 3.18). Der Anteil der Gradienten-Losung B variierte wahrend des 55-minutigen Laufes
zwischen 4% und 90%. Das aufgetrennte und eluierte Probenmaterial wurde mittels Spotroboter mit
der Tragermatrix gemischt und auf einer 192-Spot Anchor Chip Target-Platte (Bruker) gesammelt.
Die anschlieRende Messung erfolgte dann am UltrafleXtreme MALDI-TOF/TOF. Die Ergebnisse
wurden mit der unter Kapitel 2.12 beschriebenen Software/Datenbank ausgewertet und mit dem
Proteom der Maus (Mus musculus) und dem von C. burnetii (NMII RSA 439) abgeglichen.

Tabelle 3.18 Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lésungen fiir die Massenspektrometrie

Name Agenzien Menge

NaCl 150 mM (80%)
Citratpuffer (pH 3,0) Citronensaure 5,3%

ddH.O ad. 100 % ddH,0O
Trifluoressigsaure-Losung Trifluoressigsaure (TFA, in ddH20) 0,1%/0,05%
Gradienten-Losung A TFA 0,05%

TFA 0,05%

Gradienten-LOsung B Acetonitril 90%

3.4.6 Griess -Assay

Um die Anwesenheit von Stickstoffmonoxid (NO) im Zellkultursystem nachzuweisen, wurde der
Griess-Assay verwendet. Das Testprinzip beruht dabei auf der Detektion von Nitrit, welches durch
die Autooxidation von NO entstanden ist. Das tatsachliche NO kann also nur indirekt und im
Gegensatz zum Nitrit nicht quantitativ nachgewiesen werden. Grundlage dieses Assays ist das
sogenannte  Griess-Reagenz, welches ein Gemisch aus Sulfanilamid (SA) und
Naphthylethylendiamin (NED) enthalt und eine zwei-Schritte-Reaktion ermdglicht. Im ersten Schritt
reagiert das Nitrit in Anwesenheit von Sauerstoff mit dem SA und ein transientes Diazoniumsalz
entsteht. Dieses Intermediat reagiert folglich mit dem NED zu einem stabilen, sichtbaren
azo compound. Die kolorimetrische Reaktion entsteht daher proportional der enthaltenden
NO-Metabolite 351,

Fur den Griess-Assay wurden JAWS llI-Zellen in einer Zelldichte von 1x10° in 6-well-
Zellkulturplatten ausgeséat. Nach der Setzzeit wurden die Zellen mit C. burnetii infiziert und/oder mit
anderen Reagenzien behandelt. Nach Ablauf der Inkubationszeit (24 bis 72 hpi) wurden die
Zellkulturiberstande abgenommen und bei 1300 rpm bei 4°C fur 5 Min. zentrifugiert, um etwaige
Zellen aus den US zu entfernen. Nun konnten 100 pl der US abgenommen und im Griess-Assay
eingesetzt werden. Die verbliebenen Zellen konnten im Rahmen anderer Methoden weiterverwendet
werden.
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Die Zellkulturiberstdnde wurden in Duplikaten (je 100 pl) in eine 96-well-Zellkulturplatte
Uberfihrt. Als Standard wurde eine Natriumnitrit (NaNO2)-Losung in verschiedenen Konzentrationen
(je 100 pl 800, 400, 200, 100, 50, 25, 12,5 pM NaNO:, verdinnt in Zellkulturmedium) und als
Negativkontrolle ein NTC (100 pl Zellkulturmedium) mitgefihrt. AnschlieBend wurden 100 pl des
hergestellten Griess-Reagenzes (siehe Tabelle 3.19) mit einer Mehrkanalpipette gleichm&Rig in die
96-well-Zellkulturplatte mit den Proben und dem Standard pipettiert. Die kolorimetrische Reaktion
konnte nach einer Inkubation von 30 Min. im Dunkeln am Sunrise Remote ELISA Readers (Tecan)
bei einer Wellenlange von 540 nm gemessen werden.

Tabelle 3.19 Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Ldsungen fiir den Griess -Assay

Name Agenzien Menge

. Natriumnitrit (NaNO 5,5192
NaNO,-Lésung (800 pM) ddHO ( 2) > 1009m|
Griess-Reagenz C(EjgeHsz%—Reagenz (modified) g,d4 go .

3.4.7 L-Laktat-Assay

Unter Verwendung von L-Laktat Assay Kits von abcam und Sigma-Aldrich konnte die
L-Laktat-Konzentration quantifiziert und so der metabolische Status der untersuchten Zellen
bestimmt werden. Zugrundeliegend ist die Tatsache, dass es unter Infektion oder anderweitiger
Behandlung zu einem Warburg Switch kommen kann. Hierbei handelt es sich um einen Wechsel
des Stoffwechsels von oxidativer Phosphorylierung hin  zur (aeroben) Glykolyse.
Diese Umprogrammierung kann anhand der Menge von bestimmten Stoffwechselprodukten,
in diesem Fall Laktat, bestimmt werden 2%.

Fur die Quantifizierung wurden je nach Vorgaben des Kits zwischen 0,5 x10° und 1,5x10° Zellen
in Phenolrot-freiem Kulturmedium in T75-Zellkulturflaschen kultiviert und entsprechend dem
Versuchsaufbau nach der Setzzeit mit C. burnetii infiziert und/oder mit anderen Reagenzien
behandelt. Nach Ablauf der Inkubationszeit (48-72 h) wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA-L6sung
(siehe Tabelle 3.2) abgeldst. Um die L-Laktat-Werte auf die Zellzahl der einzelnen Proben normieren
zu konnen, wurden die Zellen nach dem Ablésen zunachst mit Hilfe einer Neubauerzahlkammer
gezahlt. Die weitere Durchfiihrung richtete sich nach dem Protokoll des Herstellers. Bei der Analyse
wurden 50 pl unverdinnter Zellkulturiberstand eingesetzt. Mittels des Sunrise Remote ELISA
Readers (Tecan) wurde die kolorimetrische Reaktion bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen.

3.4.8 IFN-0 und TGF-b-Zytokin -ELISA

Die Quantifizierung der Zytokine IFN-2 und TGF-b in Zellkulturiiberstinden wurden mit dem
Mouse IFN-2 Platinum ELISA der Firma eBioscience und dem human/mouse TGF-b luncoated
ELISA der Firma ThermoFisherScientific durchgefihrt.
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Fur die Analyse wurden 1x10° Zellen in 6-well-Zellkulturplatten ausgesat und nach dem
Adharent-Werden mit C. burnetii infiziert. Nach einer Inkubationszeit von 24-72 h wurden die
Zellkulturuberstande in ein Reaktionsgefal’ (2 ml) tberfihrt und fir 30 Min. bei 4°C und 14.000 rpm
zentrifugiert, um zu verhindern, dass etwaige semi-adharente Zellen in den US verbleiben.
AnschlieRend wurden die Zellkulturiberstande direkt fur den Zytokin-ELISA verwendet oder bei
-80°C bis zur weiteren Untersuchung gelagert. Im ELISA-Test wurden jeweils 50-100 pl der
unverdinnten  Zellkulturiiberstande sowie  verschiedene Verdinnungen (1:50, 1:100
in Sample Diluent) analysiert. Dabei wurde nach den jeweiligen Herstellerangaben verfahren.
Die Messung der kolorimetrischen Reaktion fand bei einer Wellenlange von 450 nm am des Sunrise
Remote ELISA Readers (Tecan) statt.

3.4.9 Nachweis von Granzym -B

Fur die Quantifizierung der Protease Granzym-B in Zellkulturiiberstanden aus NK-Zell-Kulturen
wurde der Mouse Granzym-B Platinum ELISA der Firma eBioscience verwendet.

Vergleichend zum Zytokin-ELISA (siehe Kapitel 3.4.8) wurden fir die Analyse 1x10° Zellen in
6-well-Zellkulturplatten kultiviert und mit C. burnetii infiziert. 72 hpi wurden die Zellkulturiiberstande
in einem Reaktionsgefald (2 ml) gesammelt und fir 30 Min. bei 4°C und 14.000 rpm zentrifugiert.
Danach wurden die Zellkulturiberstande direkt fir den Granzym-B-ELISA verwendet oder bei -80°C
gelagert. Eingesetzt wurden erneut jeweils 50 yl der unverdiinnten Zellkulturiiberstande sowie
verschiedene Verdinnungen (1:50, 1:100 in Sample Diluent), verfahren wurde nach Angaben des
Herstellers. Die Messung der kolorimetrischen Reaktion wurde mit dem Sunrise Remote ELISA
Readers (Tecan) bei einer Wellenldnge von 450 nm durchgefihrt.

3.5 Molekularbiologische Methoden

3.5.1 RNA-Isolation

Grundlage vieler molekularbiologischer Analysen war die Isolation der genetischen
Informationen in Form von Ribonukleinsauren (ribonucleic acids, RNA). Daftir wurden 5x10°-1,5x10°
Zellen in T75-Zellkulturflaschen ausgesat, mit C. burnetii infiziert und/oder mit weiteren Reagenzien
behandelt. Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurden die Zellen mit 1 ml TriFast Trizol abgeldst.
Im Falle der semi-adharenten Zellen wurden die Suspensionszellen zun&chst in Zentrifugenréhrchen
gesammelt, bei 1300 rpm und 4°C fur 5 Min. zentrifugiert und dann mit den adhé&renten TriFast
Trizol-behandelten Zellen vereinigt. Die abgeldsten Zellen wurden in ein Reaktionsgefal3 (2 ml)
Uberfuhrt, bis zur weiteren Aufarbeitung bei -20°C (fur maximal eine Woche) gelagert oder
unmittelbar fir 5 Min. bei RT inkubiert. Anschlie3end wurden 200 pl Chloroform hinzugefiigt und die
Proben fir 20 Sekunden (s) mittels Vortexten gemischt. Es folgte eine weitere Inkubation fur 5 Min.
bei RT und eine Zentrifugation bei 12.000 xg fur 5 Min. bei RT. Die entstandene RNA-haltige

wassrige Phase wurde nun in ein neues Reaktionsgefdl3 (2 ml) Uberfihrt, so dass mit der
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Préazipitation fortgefahren werden konnte. Nachdem 500 pl Isopropanol fur die Prazipitation der RNA
hinzugefiligt und die Proben sorgfaltig homogenisiert wurden, folgte eine 10 Min. Inkubation auf Eis.
Ab diesem Zeitpunkt erfolgten alle weiteren Zentrifugations- und Inkubationsschritte bei 4°C
beziehungsweise auf Eis. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben fir 10 Min. bei
12.000 xg zentrifugiert. Folgend lag die RNA als Pellet vor, so dass der US dekantiert werden konnte.
Es schlossen sich zwei Waschschritte mit je 1 ml Ethanol (75%, unvergallt) an, bei denen das Pellet
allerdings nicht geldst wurde. Das gereinigte RNA-Pellet wurde im Anschluss an der Luft oder bei
Bedarf in kurzen Intervallen in einem vorgeheizten Heizblock (maximal 55°C) getrocknet, um
restliches Ethanol zu entfernen. Nun konnte die RNA in einem angemessenen Volumen (30-50ul)
RNase-freien Wassers aufgenommen und das Verhaltnis von Konzentration/Reinheit aus 1 pl Probe
am Nanodrop-Spektrophotometer (NanoDrop 2000, ThermoFisher Scientific) bestimmt werden.
Es wurde unmittelbar mit der Reversen Transkription fortgefahren oder die RNA bis zur weiteren
Verwendung bei -80°C gelagert.

3.5.2 Reverse Transkription

Mit Hilfe des Reverse Transkriptase-Systems der Firma Promega war es mdglich, die isolierte
Gesamt-RNA in einzelstrangige komplementére Desoxyribonukleinsauren (desoxyribonucleic acids,
DNA; complementary DNA, cDNA) umzuschreiben. Ausschlaggebend fir diesen Arbeitsschritt
waren die deutlich héhere Stabilitdt der komplementaren DNA sowie die einfachere Handhabung
und Lagerung. Bei der Reversen Transkription wurde nach den Herstellerangaben verfahren.
Der Reaktionsansatz ist der folgenden Tabelle zu entnehmen.

Tabelle 3.20 Ansatz fur die Reverse Transkription -Reaktion

Agenzien Menge
25 mM MgCl, 4 ul
Reverse Transkription 10x Puffer 2 ul

1 0 rmNTP Mischung 2 ul
RNasin 0,5u
AMV Reverse Transkriptase 15U
Random Primer (0, 5) Og 1ul
Template (RNA) 1pg
Nuclease-freies H,O ad. 20

20 pl Gesamtvolumen/Ansatz

Tabelle 3.21 Temperaturprofil fir die Reverse Transkription -Reaktion

Schritt Aktivierung Transkription Denaturierung Pause
Temperatur 42°C 42 °C 95°C 4°C
Zeit 10 Min. 30 Min. 5 Min. b

Die hergestellte cDNA wurde im Anschluss bis zum Einsatz bei -20°C gelagert.
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3.5.3 Semiquantitative PCR

Die semiquantitative PCR ermdglicht die Amplifikation von DNA-Sequenzen mit Hilfe eines
Thermocyclers. Hierbei lagern sich die zielspezifischen Primer (Design: PrimerBlast, NCBI
Datenbank; Herstellung: Metabion) an die komplementaren Sequenzen der einzelstrangigen DNA
an. Durch das Enzym DNA-Polymerase erfolgt dann schlie3lich die Amplifizierung. Im Anschluss
konnen die PCR-Produkte in einem Agarose-Gel visualisiert und analysiert werden.
Der Reaktionsansatz (siehe Tabelle 3.22) entsprach den Herstellerangaben des 5x PCR Mastermix
Ready to Load der Firma Bio&Sell. Die Reaktion wurde in einem T3 Thermocycler (Biometra)
durchgefihrt.

Tabelle 3.22 Ansatz fur die semiquantitative PCR

Agenzien Menge
Forward Primer (10 pmol) 1u
Reverse Primer (10 pmol) 1u
PCR Mix (5x) 4 ul
Template (cDNA, 100 ng) 2
Nuclease-freies H,O 12 ul

20 pl Gesamtvolumen/Ansatz

Tabelle 3.23 Temperaturprofil fur die semiquantitative PCR

Schritt Denat. Denat. Annealing Elongat. |finale Elongat. Pause

Temperatur  94°C 94 °C [x1]°C 72°C 72°C 4°C

Zeit 5 Min. 30s 30s 1 Min. 10 Min. b
[X2] Zyklen

Das oben aufgefuhrte Temperaturprofil wurde stets den primerspezifischen Temperaturen [X1]
und Zyklen angepasst [x]. Fur das Standard-PCR-Protokoll wurden 35 Zyklen verwendet und diese
je nach Versuchsaufbau durch Kontroll-PCRs mit einer verringerten Zyklenanzahl (25) ergénzt.
Nach Abschluss der PCR wurden 5 ul der PCR-Amplifikate und sowie ein Marker (MassRuler DNA
Ladder Mix, ThermoFisher Scientific) auf ein 1% Agarose-Gel (siehe Tabelle 3.6) geladen.
Die Elektrophorese erfolgte bei 40 V fur 1 h.

3.5.4 Real Time-PCR

Im Vergleich zu der semiquantitativen PCR kann bei der RT-PCR die Amplifikation der
synthetisierten PCR-Produkte in Echtzeit gemessen werden. Die Basis dafiir sind interkalierende
Farbstoffe, die sich bei erfolgreicher Amplifikation an die doppelstrangige DNA anlagern und eine
messbare Fluoreszenz abgeben. Die Menge an Amplifikaten und somit auch an Fluoreszenz nimmt
mit steigender Zyklenanzahl zu und kann Uber die Ct-Werte quantifiziert werden. Der Ct-Wert
definiert hierbei die Anzahl der Zyklen, bei denen ein fiir alle Proben konstantes Fluoreszenzsignal
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erreicht wird. Enthélt eine Probe nun mehr Amplifikate und somit Fluoreszenz, wird das Niveau
schneller erreicht und der daraus resultierende Ct-Wert ist geringer.

Fir eine relative Quantifizierung wurde in der vorliegenden Arbeit die ae &t-Methode genutzt.
Dabei wird in einem ersten Schritt der Ct-Wert eines nicht regulierten Referenz-Gens von dem des
Ziel-Gens abgezogen (I aCt-Wert). In einem zweiten Schritt wird dann der Effekt einer Infektion
und/oder Behandlung herausgearbeitet, indem der aCt-Wert einer nicht-infizierten/unbehandelten
Probe von dem einer infizierten/behandelten Probe subtrahiert wird (I sed&t-Wert). Zuletzt werden
diese Effekte dann in ein Verhaltnis gesetzt, um die relative Anderung der messenger RNA (mRNA)-
Expression zu quantifizieren (I 2*#®'). Die Berechnungen lassen sich zusammenfassend mit den
folgenden Formeln beschreiben.

1. &Ct =Ct Zielgen 0 Ct Referenz-Gen
2. &t =alt Infektion/Behandlung 6 Ct Kontrolle

3. Ratio = 2-==Ct

Die Reaktionsansatze fur die RT-PCR wurden nach den Herstellerangaben des iTaq Universal
SYBR Green Supermix (Bio-Rad) in einem Volumen von 10 pul (siehe Tabelle 3.24) vorbereitet.
Die Durchfihrung der Reaktion erfolgte unter Verwendung eines geeigneten Temperaturprofils
(siehe Tabelle 3.25) und eines PCR-Cycler (C1000 Thermal Cycler, Bio-Rad).

Tabelle 3.24 Ansatz fir die RT-PCR

Agenzien Menge
Forward Primer (10 pmol) 0,35 ul
Reverse Primer (10 pmol) 0,35 ul
DNA-free H,O 3,3ul
iTag Universal SYBR Green Supermix 5ul
Template (cDNA, 100 ng) 1ul

10 pl Gesamtvolumen/Ansatz

Tabelle 3.25 Temperaturprofil der RT-PCR

Schritt Aktiv. Denat. Annealing/Elongat. | Finale Elongat.

Temperatur 95°C 95 °C [x]°C 95°C 52°C

Zeit 5 Min. 10 s 30s 1 Min. 1 Min.
44 Zyklen

3.5.5 siRNA -vermittelter knock down

Durch das Einbringen von artifizieller sogenannter short interfering RNA (SiRNA) ist ein
zielgerichtetes Ausschalten spezifischer Gene auf Basis der RNA-Interferenz moglich. In diesem
Zusammenhang werden zellulare mRNA-Molektle durch die Bindung ihrer komplementéaren siRNA
dem enzymatischen Abbau zugefuhrt. Mit Hilfe dieser Methode kénnen Ziel-Gene auf
posttranskriptionaler Ebene herunterreguliert und die folgenden Auswirkungen auf zellularer Ebene
analysiert werden. Zur Maximierung des knock downs wurden im Rahmen dieser Arbeit je vier
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verschiedene spezifische siRNAs verwendet, die jeweils eine Komplementaritat zu verschiedenen
Bereichen der Ziel-mRNA auswiesen. Als Negativkontrolle wurde eine AllStar-siRNA eingesetzt,
welche keine komplementare mRNA besitzt, so dass off-target-Effekte ausgeschlossen werden
konnten. Alle siRNAs wurden von der Firma Qiagen bezogen. Die Transfektion in die Zielzellen
erfolgte mit dem Mouse Dendritic Cell Nucleofactor Kit (Lonza) in Kombination mit einer
Elektroporation durch den Nucleofactor Il (Lonza).

Zunachst wurden je 5x10° JAWS lI-Zellen/Transfektionsansatz in Zentrifugenréhrchen
(15 ml) tberfuhrt und far 5 Min. und 300 xg bei RT zentrifugiert. Die erhaltenen Zellpellets konnten
nun in 150 pl Transfektionslosung (siehe Tabelle 3.26), zuziuglich der gewinschten siRNA
(Endkonzentration 300 nM), resuspendiert und fur 5 bis 10 Min. inkubiert werden. Im Anschluss
wurde die Zellsuspension in Nucleofactor-Kuvetten dberfihrt und mit dem Programm Y-001 des
Nucleofactor Il durch Elektroporation transfiziert. Anschliel3end wurde die Zellsuspensionen aus den
Transfektionsansatzen auf 6-well-Zellkulturplatten gegeben und mit antibiotikafreiem Medium
versetzt. Nach der jeweiligen Setzzeit folgte die Infektion mit C. burnetii und/oder die Zugabe
weiterer Reagenzien. Sowohl die Effizienz des knock downs als auch die tats&chlichen
Untersuchungen der siRNA-vermittelten Effekte wurden im Rahmen dieser Arbeit mittels Western-
Blot-Analysen Uberpruft.

Tabelle 3.26 Verwendete Losunge n fir die siRNA-Transfektion

Agenzien Menge
Nucleofactor Solution 2,25 ml
Supplement 1 0,5 ml

3.5.6 CRISPR/Cas9-vermittelter knock out

Mittels der CRISPR/Cas9-Methode konnen gezielte DNA-Deletionen oder auch DNA-
Insertionen erreicht werden. Die essenziellen Bestandteile des Systems sind dabei clustered
regularly interspaced palindromic repeats (CRISPR), CRISPR-associated protein 9 (Cas9) und
kurze, nicht-kodierende gRNA. Die gRNA wiederum ist ein Kombinationsprodukt aus CRISPR RNA
(crRNA) und transactivating crRNA (tracrRNA). Die crRNA besteht hierbei zum einem aus einer
Sequenz, die komplementar zur Ziel-Sequenz in der DNA ist, und zum anderen aus einem Abschnitt,
der mit einem Teil der tracrRNA hybridisieren kann. Die tracrRNA besteht aus der immer gleichen
Sequenz. crRNA und tracrRNA bilden gemeinsam eine Sekundarstruktur aus, die fur die Interaktion
mit der Cas9 Nuklease entscheidend ist. Die Cas9 wird durch die gRNA-Einheit zu dem spezifischen
Gen-Abschnitt gefuhrt, an dem die Nuklease dann einen gezielten Doppelstrangbruch entsprechend
der crRNA initiiert. Allerdings muss beachtet werden, dass die Cas9 die DNA nur dann schneiden
kann, wenn sie in direkter Nahe zu einem sogenannten protospacer adjacent motif
(PAM, -NGG) liegt. Die zellulare Maschinerie leitet daraufhin entweder die nicht-homologe
Endverknupfung (non-homologous end joining, NHEJ, Verknipfung der getrennten Strange

71



Methoden

unabhangig von der Sequenz) oder eine Homologie-gerichtete Reparatur (homology-directed repair,
HDR, sequenzabhangige Reparatur der Doppelstrangbriiche) ein.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein CRISPR/Cas9-vermittelter knock out des iNOS-Gens
(Stickstoffmonoxid-Synthase 2, nitric oxide synthase 2, NOS2) in JAWS II-DCs (hergestellt mit
technischer Unterstiitzung von Herrn Rico Jahnke, Institut fir Immunologie, FLI Riems) und
RAW 264.7-Makrophagen (freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Herrn Dr. Bjorn Corleis,
Institut fir Immunologie, FLI Riems) analysiert. Dafur wurde eine modifizierte Version des Plasmids
pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 (Addgen #42230, ein Geschenk von Feng Zhang 3?)
verwendet. Das genannte Plasmid exprimiert die gRNA, die tracrRNA und die Cas9 Nuklease, wie
im Originalkonstrukt, jedoch mit einer zuséatzlichen Neomycin-Resistenzkassette zur stabilen
Zelllinien-Selektion (pX330-neoR, freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Herrn Dr. Walter
Fuchs, Institut fir molekulare Virologie und Zellbiologie, FLI Riems, %%). Mit CRISPOR wurden drei
verschiedene gRNAs fir das iINOS-Gen entworfen, die Oligonukleotide annealed und mittels Bbsl
in pX330-neoR kloniert. Alle Konstrukte wurden mittels Sanger-Sequenzierung (MiSeq, lllumina)
validiert. Die JAWS lI-Zellen wurden mit den drei pX330-neoR-Konstrukten, die die gRNAs fur iNOS
exprimieren, mittels Mouse Dendritic Cell Nucleofactor Kit (Lonza) und Elektroporation mit dem
Nucleofactor 1l (Lonza) transfiziert. Nach einer Setzzeit von 2 Tagen wurden die Zellen in
Zellkulturmedium mit Geneticin (G418, 300 pg/ml) tbertragen und kultiviert. Die Selektion erfolgte
maximal fir 1 Woche. Die Transfektanden wurden dann mittels einer 96-well-Zellkulturplatte klonal
ausgeséat und weiter kultiviert, bevor sie in An- und Abwesenheit von IFN-2 auf ihre INOS-Expression
hin mittels Western-Blot-Analyse untersucht wurden. Zusatzlich wurde die genomische DNA der
ausgewahlten Klone mit dem Extract Me genomic DNA Kit der Firma Blirt den Angaben der
Hersteller folgend isoliert und sequenziert. Diese Vorgehensweise sollte die Einfihrung der
Sequenz-Deletion an der erwarteten Gen-Position bestéatigen. Zellklone, die eine vollige iINOS-
Defizienz zeigten, wurden fur nachfolgende Untersuchungen verwendet.

3.6 Statistische Analyse

Die Statistische Analyse der erhaltenen Daten ist als Mittelwert mit jeweiliger
Standardabweichung mindestens dreier individueller Experimente gezeigt und wurde unter
Verwendung von GraphPad Prism 6 (GraphPad Software) ermittelt. Die Daten wurden unter

Verwendung des t-Tests bestimmt (n.s.: nicht signifikant; * p < *0*, P 55* ®* P 1l <und, 001

x*x*x*xp < 0,0001).
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4. Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der C. burnetii -Infektion von DCs

Es wird angenommen, dass die beobachtete in vivo-Phasenvariation von Coxiellen-LPS (Ph II/
Ph I) die Immunerkennung bakterieller Oberflachen wahrend einer Infektion nachteilig beeinflusst 7.
Mdglicherweise wirkt das zeitlich zuerst detektierte Ph lI-LPS alsii mmu n o | &«§ id |rceler r
Weise, dass die primare humorale anti-Ph lI-Reaktion, die sich als weitgehend nicht-protektiv erweist
41 als wirksame immunologische Subversionsstrategie wirkt, um die spéatere neutralisierende
Antikorperreaktion gegen Ph I-Coxiellen aktiv zu verzogern . Es ist bekannt, dass Ph I-Coxiellen-
Antikorper gegen Ph |- und II-Antigene auslosen, wahrend hingegen Ph lI-Coxiellen pradominant die
Antikorperbildung gegen Ph II-Antigene bewirken 79:252253.354-356 \Man geht daher mittlerweile davon
aus, dass ein pathogener escape-Mechanismus mit sukzessivem Ph Il/I-Antigenwechsel eine
wirksame Immunsubversion der Coxiellen ermdéglichen kénnte und hierdurch auch die Pathogenitat
des Erregers erhoht wird 7. Interessanterweise lassen vorangegangene in vivo-Studien vermuten,
dass Ph lI-Antigene unter bestimmten Gegebenheiten in der Lage sind, APCs funktional zu
aktivieren, um einen immunologischen Schutz gegen C. burnetii zu gewahren “°. Wie jedoch die
angeborene zellulare Immunitat auf Ph II-Coxiellen reagiert und welchen Einfluss diese Bakterien
auf die Zellen der first-line-of-defense (wie DCs und NK-Zellen) haben, ist nahezu unbekannt.
Erkenntnisse hierzu sind von besonderer Bedeutung, da DCs und NK-Zellen als eine Arti 2 u Cer e
W2 ¢ h tzederfiersten Immunzellen gehéren, die einer C. burnetii-Infektion entgegentreten und die

nachfolgende adaptive Immunantwort mit ausrichten und orchestrieren.

Die Ausbildung einer parasitophoren Vakuole ist fur C. burnetii als obligat intrazellularen Erreger
essenziell, denn dieses bakterielle Kompartiment (CCV) bildet die Grundlage fur eine produktive
Zellinfektion durch Coxiellen . Um einen strukturellen Einblick in Ph II-C. burnetii-Infektionen von
DCs zu erhalten, wurde in einer ersten Untersuchung dieser Arbeit die morphologische Ausbildung

von CCVs infizierter DCs mit denen in Standard-Reporterzellen (L929-Fibroblasten) verglichen.
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A Fibroblasten murine DCs humane DCs
C. burnetii-infiziert C. burnetii-infiziert C. burnetii-infiziert

Fibroblasten murine DCs murine DCs
C. burnetii-infiziert C. burnetii-infiziert C. burnetii-infiziert/Tubacin (2 hpi)
4 -
- n.s.
3 4 i —_—
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Fibroblasten DCs DCs/
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Coxiellen-Strukturen
(um)
N

Abbildung 4-1: C. burnetii -Strukturen in infizierten Fibroblasten sowie humanen und murinen DCs

(A) Immunfluoreszenzmikroskopie zur Charakterisierung der Ausbildung parasitophorer Vakuolen in Fibroblasten (L929-
Zellen, MOI 10, rechts), murinen (JAWS II-Zellen, MOI 10, mittig) und humanen DCs (KG-1-Zellen, MOI 50, links).
Alle Zelllinien wurden mit rot-fluoreszierenden C. burnetii (NMII) infiziert und 72 h inkubiert. Der Nachweis der DNA erfolgte
mittels DAPI (blau). (B) Untersuchung des HDACG6-Einflusses auf die Formierung der parasitophoren Vakuolen mittels
Immunfluoreszenz-Analyse in L929-Fibroblasten (links) und JAWS II-DCs (mittig & rechts). Die Zellen wurden mit
rot-fluoreszierenden Coxiellen (MOI 10) infiziert, unbehandelt belassen oder 2 hpi mit dem HDACSG6-Inhibitor Tubacin
(2,8 uM) behandelt (rechts). Alle Praparate wurden 72 h inkubiert und die DNA mit DAPI blau angefarbt. Das Histogramm
zeigt die GrofRe identifizierter Coxiellen-Strukturen in Fibroblasten und DCs (+/- Tubacin). Die statistische Analyse ist in
Kapitel 3.6 beschrieben (n.s.: nicht signifikant vs. Kontrolle (Fibroblasten); **p<0,01 vs. Kontrolle (Fibroblasten); n=20).

Immunfluoreszenzen in Abbildung 4-1 A zeigen den Vergleich von Coxiellen-Infektionen in
Fibroblasten sowie murinen (JAWS II) und humanen (KG-1) DCs. In den untersuchten Fibroblasten
sind bei 72 hpi groRe CCVs mit einem Durchmesser von 51 10 pm zu beobachten, die in den
Wirtszellen vornehmlich perinukleér auftreten. Bakterielle Kompartimente mit &hnlicher Gré3e und
Morphologie finden sich nicht in infizierten murinen oder humanen DCs. Hier sind vorherrschend
kleine bakterielle Strukturen ( @ um) sichtbar, die offensichtlich nicht zu gréReren CCVs fusionieren.
Wie in Abbildung 4-1 B zu sehen, scheint es jedoch durch Anwesenheit des Histondeacetylase 6
(HDACSG)-Inhibitors Tubacin mdglich zu sein, eine den Fibroblasten vergleichbare CCV-Morphologie
in DCs zu generieren. Die Tubacin-vermittelte HDAC6-Inhibierung fiihrt zu einer erhéhten U-Tubulin-
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Acetylierung und damit zur Stabilisierung intrazellularer Mikrotubuli 3%7. Einerseits sind diese
Proteinbausteine des Zytoskeletts in ihrer stabilen acetylierten Polymerform entscheidend fur die
Ausbildung und Etablierung intrazellularer Bakterienkompartimente 38, Andererseits besitzen sie mit
ihrer strukturellen Auf- und Abbaudynamik grof3e Bedeutung fir die funktionalen Zytoskelett-
Eigenschaften von DCs *%°. So kontrolliert die Mikrotubuli-Dynamik Prozesse der DC-Migration und
-Reifung 3%92¢0 sowie auch Antigenaufnahme und -prasentation 361, Erst die in DCs durch Tubacin
stabilisierten Mikrotubuli-Strukturen ermoglichen die Ausbildung von CCV-Strukturen, die in ihrer
veranderten Grof3e (5-10 pm) denen von Fibroblasten entsprechen (Vergleich Abb. 4-1 B rechts und
links sowie Abb. 4-1 B unten). Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass DCs als Wirtszellen fir
eine Ph II-C. burnetii-Infektion dienen und der beobachtete charakteristische Infektionsphanotyp mit
der Ausbildung gréRenreduzierter CCVs offensichtlich auf die fir DCs typische Dynamik/Instabilitat
vorhandener Mikrotubuli zurtickzuftihren ist 3.
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Abbildung 4-2: Charakterisierung der Infektiositat C. burnetii -infizierter DCs

(A) Western-Blot-Analyse zum Nachweis einer C. burnetii-Infektion in JAWS 1I-DCs. Die Zellen wurden mit C. burnetii
(MOI 10) infiziert und fur 72 h inkubiert. Als Negativkontrolle wurden nicht-infizierte JAWS I[I-DCs mitgefihrt.
Der Infektionsnachweis erfolgte tiber einen polyklonalen Coxiellen-Antikérper (U-Coxll) sowie das Coxiellen-spezifische
Hitzeschockprotein 60 (coxHSP60). Als Ladekontrolle diente GAPDH. (B) Untersuchung des Infektionsverlaufs infizierter
DCs mittels Western-Blot-Analyse. JAWS 1I-DCs wurden mit Coxiellen (MOI 10) infiziert und in einer Zeitspanne von
48 hpi bis 96 hpi kultiviert. Nicht-infizierte Zellen wurden als Negativkontrolle verwendet. GAPDH wurde als Ladekontrolle
eingesetzt. Fur die densitometrische Analyse wurden die Bandenintensitéaten von coxHSP60 quantifiziert und anschlieend
auf die Ladekontrolle normiert. Dargestellt sind die Ergebnisse aus einem Versuchsansatz + Standardabweichung auf
Basis dreier unterschiedlicher Expositionen. (C) Durchflusszytometrie der Reinfektiositat von C. burnetii (MOl 10) nach
72 h Kultivierung in JAWS 1I-DCs. 72 hpi wurden die Bakterien mittels syringe releasing freigesetzt und auf Reporterzellen
(L929-Fibroblasten) gegeben. Nach 72 h wurde die Fahigkeit zur Reinfektion durchflusszytometrisch tiber den Nachweis
infizierter Reporterzellen untersucht. Fiir die Anfarbung wurde der U-Coxll Antikdrper eingesetzt. Nicht-infizierte sowie
C. burnetii (MOI 10, 72 hpi)-infizierte Reporterzellen wurden als Kontrollen mitgefuhrt. Gezeigt sind die Resultate aus sechs
unabhéangigen Experimenten + Standardabweichung. Die statistische Analyse erfolgte wie in Kapitel 3.6 beschrieben
(**p<0,01 vs. Kontrolle (infiziert); n=6).
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In nachfolgenden Experimenten wurde nun der Verlauf der Coxiellen-Infektion in DCs genauer
untersucht. Hierzu wurden geeignete Western-Blot-Analysen unter Verwendung spezifischer
anti-Coxiellen-Antikorper etabliert. Wie in Abbildung 4-2 A zu sehen ist, kann die Coxiellen-Infektion
(Bakterienlast) von DCs sowohl tiber das bakterielle Hitzeschockprotein 60 (coxHSP60) als auch
uber einen polyklonalen Coxiellen-Antikérper ( {Coxll 5°) detektiert werden. Hierauf basierend zeigte
sich unter Verwendung des coxHSP60-Antikdrpers eine Coxiellen-Infektion von DCs mit
zunehmendem coxHSP60-Signal Uber 96 hpi (Abb. 4-2 B). Des Weiteren ergab die
U-Coxll-basierte Durchflusszytometrie zum Nachweis der Infektiositat von Coxiellen aus DCs
(die zuvor mit MOI 10 fur 72 h infiziert wurden), dass die freigesetzten Bakterien einen héheren
Anteil an Reporterzellen reinfizieren (40%) als die entsprechenden Kontrollen (25%) des parallel
analysierten Ausgangs-Stocks mit MOI 10 (Abb. 4-2 C). Somit deuten die Ergebnisse der Analysen
darauf hin, dass DCs als Wirtszellen eine produktive C. burnetii-Infektion (mit Generierung
infektioser Bakterien) aufweisen.
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Abbildung 4-3: Zellulare Aufnahme von C. burnetii durch DCs

(A) Durchflusszytometrische Untersuchung des Aufnahmemechanismus von C. burnetii in DCs. JAWS II-DCs wurden in
An- oder Abwesenheit des Inhibitors MDC (Clathrin-vermittelte Endozytose, 200 uM) fir 24 h mit C. burnetii (MOI 10)
infiziert. AnschlieBend wurde der Anteil infizierter Zellen {iber eine Anfarbung mit dem U-Coxll-Antikdrper quantifiziert.
Dargestellt sind die Ergebnisse aus drei unabhangigen Experimenten + Standardabweichung. Gezeigt ist der relative Anteil
infizierter Zellen, bei dem die infizierte Kontrolle auf 1 gesetzt wurde. Die statistische Analyse erfolgte wie in Kapitel 3.6
beschrieben (**p<0,01 vs. Kontrolle (infiziert ohne Behandlung); n=3). (B) Uberpriifung der Antikérper- und Fc-Rezeptor
(Fc-R)-vermittelten Coxiellen-Aufnahme. Coxiellen (MOl 10) wurden 6 h mit Serumproben infizierter Schafe inkubiert.
Als Kontrollen wurden unbehandelte Coxiellen mitgefiihrt. AnschlieBend wurden JAWS II-DCs und L929-Fibroblasten
infiziert und der Anteil infizierter Zellen nach 72 h durchflusszytometrisch (U-Coxll) bestimmt. Die Abbildung basiert auf
drei unabhéngigen Experimenten + Standardabweichung, dargestellt ist der relative Anteil infizierter Zellen, bei dem die
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unbehandelte Kontrolle auf 1 normiert wurde. Ergénzend ist der Einfluss der IgG-Fc Rezeptorbindung bei der Coxiellen-
Aufnahme gezeigt. Die Durchfihrung der Analyse, basierend auf einer Fc-R Blockierung, ist in Kapitel 3.3.4 erlautert.
Die statistische Auswertung erfolgte wie in Kapitel 3.6 beschrieben (**p<0,01 vs. Kontrolle (JAWS II-DCs/L929-
Fibroblasten ohne Behandlung); n=3).

Die Clathrin-abhdngige Endozytose kann bei DCs zur zellularen Aufnahme bakterieller
Pathogene dienen %4, Um zu untersuchen, ob und in welchem MaRe dieser zellulare Mechanismus
bei der Coxiellen-Infektion von DCs beteiligt ist, wurde fur durchflusszytometrische
Infektionsanalysen der entsprechende zellulare Aufnahmeweg mittels Inhibitor (MDC)
pharmakologisch blockiert. Wie die Ergebnisse in Abbildung 4-3 A zeigen, fihrt die Anwesenheit von
200 pM MDC in infizierten DCs im Vergleich zur Kontrolle zu einer deutlichen Reduktion der
intrazellularen Bakterienlast um 50%. Somit scheint Clathrin-abhangige Endozytose eine wichtige
Rolle bei der Coxiellen-Infektion von DCs zu spielen. Dieser endozytotische Aufnahmeweg ist bei
verschiedenen Immunzellen haufig dadurch charakterisiert, dass IgG-bindende Fc-R die Aufnahme
antikdrpermarkierter Pathogene vermitteln 362363, ein Prozess, der speziesiibergreifend beschrieben
ist 34, Um zu untersuchen, ob und in welchem Umfang die Coxiellen-Infektion von DCs durch
vorhandene Fc-R unterstiitzt wird, wurden die Bakterien vor der DC-Infektion mit entsprechenden
C. burnetii-bindenden IgGs aus Schafseren vorbehandelt. L929-Fibroblasten dienten als
Negativkontrolle, da sie weder Fc-R exprimieren % noch die Coxiellen tber Clathrin-vermittelte
Endozytose aufnehmen °. Die Durchflusszytometrie in Abbildung 4-3 B ergab einen messbar
positiven Effekt der Vorbehandlung von Coxiellen auf die DC-Infektion.
Der Infektionsanstieg (zwischen 15-20%) korreliert mit der Uber einen Fc-R-Blockierungsassay
ermittelten 1gG-Fc-R-Bindungsrate des eingesetzten Serums. Fir die Fc-R-negativen L929-
Fibroblasten zeigte sich hingegen nach Vorbehandlung der Coxiellen eine deutliche Reduktion der
zellularen Infektionsrate um 50%. Dies lasst bei den eingesetzten Kontrollzellen auf eine
antikbrpervermittelte Beeintrdchtigung der Coxiellen-Infektion durch Neutralisierung schlieRen.
Ein Phanomen, das in vivo bereits zuvor beschrieben wurde 3%, In Zusammenfassung dieser
Resultate lasst sich festhalten, dass die Clathrin-abhangige Endozytose eine wichtige Rolle bei der
Coxiellen-Infektion von DCs spielt und der zellulare Aufnahmeprozess vermutlich zusatzlich tber
Coxiellen-bindende Antikérper und Fc-R unterstitzt wird.
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Abbild ung 4-4: Zyto -/Chemokinprofil und Stoffwechselaktivitdt von C. burnetii -infizierten DCs

(A) Analyse sekretierter Zyto- und Chemokine wéhrend der Coxiellen-Infektion in DCs. JAWS II-DCs wurden fir 72 h mit
C. burnetii (MOl 10) infiziert. Nicht-infizierte Zellen dienten als Kontrolle. Nach der Inkubationszeit wurden die
Zellkulturiiberstande gesammelt und mit Hilfe des Zytokinarrays (R&D Systems) untersucht. Die densitometrische Analyse
der einzelnen Dot-Blots erfolgte auf Basis der internen Kontrollen des Zytokinarrays mit Einfihrung eines thresholds fur
die mittlere Pixelintensitat mit einem Wert von 2000. Niedrigere Pixelintensitaten wurden auf Grund der Schwéche des
Signals aus der densitometrischen Analyse ausgeschlossen. Fur die Darstellung der relativen Signalintensitat wurden die
nicht-infizierten Kontrollzellen auf 1 gesetzt. Zur Feststellung der Unterschiede zwischen nicht-infizierten und infizierten
DCs wurden interne thresholds etabliert (Herunterregulation < 0,5; keine Anderung + 1; Hochregulation > 2).
(B) Quantifizierung der Laktatkonzentration (L-Lactate-Assay Kit, abcam/Sigma-Aldrich) in nicht-infizierten und C. burnetii-
infizierten (MOl 10) JAWS I1I-DCs 72 hpi. Dargestellt sind die Resultate aus drei unabh&angigen Experimenten
+ Standardabweichung. Die statistische Analyse wurde entsprechend den Ausfihrungen in Kapitel 3.6 durchgefihrt
(n.s.: nicht signifikant vs. Kontrolle (nicht-infiziert); n=3).

Anhand der Sekretion immunologischer Botenstoffe von DCs kénnen Aktivierungsstatus und
infektionsimmunologische Veranderungen abgelesen werden 267268 Um festzustellen, ob und in
welchem MalRe eine Coxiellen-Infektion dies bei DCs induziert, wurde die
Zyto-/Chemokinausschittung infizierter DCs mithilfe eines Zytokinarrays (siehe Material und
Methoden, Kapitel 3.4.4) analysiert. Dabei ergab sich, dass die Infektion nur minimale Modifikationen
im Zyto-/Chemokinprofil der DCs bewirkt (Abb. 4-4 A). Auf sehr geringem Sekretionsniveau konnte
bei infizierten DCs lediglich eine schwache sICAM (CD54)-Reduktion (Marker/Regulator fir
Inflammation 3%°) und eine leichte CXCL10 (IP-10)-Induktion (Marker/Regulator fuir Inflammation,
Apoptose und Zellteilung *°) detektiert werden. Fir alle anderen untersuchten Botenstoffe zeigten
sich keine Unterschiede zwischen nicht-infizierten und infizierten DCs. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die Coxiellen-Infektion insgesamt keine funktionale DC-Aktivierung/Reifung
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hervorruft. Ein entscheidender physiologischer Marker fir eine solche Reifung von DCs ist die
metabolische i Ump r o g r a m(metabolic swiichi) von der OXPHOS hin zur aeroben Glykolyse
mit gesteigerter Lactatsynthese 67268371 Bei der Laktatbestimmung in den Zellkulturiiberstanden
konnten jedoch wiederum keine messbaren Unterschiede zwischen nicht-infizierten und infizierten
DCs detektiert werden (Abb. 4-4 B). In sich ergédnzender Weise zeigen die Ergebnisse dieses Teils
der Arbeit, dass die Coxiellen-Infektion offensichtlich nicht zu einer das Immunsystem
unterstitzenden Aktivierung/Reifung betroffener DCs flhrt.

4.2 Untersuchung der MHC I-Antigenprasentation C. burnetii -infizierter DCs

Der MHC I-vermittelten Antigenprasentation von DCs wird eine entscheidende Bedeutung bei
der zellularen Immunabwehr gegen C. burnetii zugeschrieben 72, Daher wurde dieser wichtige
Prozess der Immunabwehr von DCs im Verlauf der Coxiellen-Infektion eingehender untersucht.
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Abbild ung 4-5: MHC I-Auspréagung in und auf C. burnetii -infizierten DCs

(A) Reprasentative durchflusszytometrische Analyse der Oberflachen-MHC | (H-2KP)-Expression wahrend einer
C. psittaci- und einer C. burnetii-Infektion in DCs. JAWS II-DCs wurden mit C. psittaci (MOI 10, 48 h) oder C. burnetii
(MOQI 10, 72 h) infiziert und entsprechend der Lange des Replikationszyklus inkubiert. Isotyp- und nicht-infizierte Kontrollen
wurden mitgefiihrt. Dargestellt ist die Fluoreszenzintensitiat des Oberflachen-MHC | (H-2KP) fiir nicht-infizierte sowie
C. psittaci (links)- und C. burnetii (rechts)-infizierte JAWS 11-DCs. (B) Durchflusszytometrische Quantifizierung der MHC |
(H-2KP)-Oberflachenexpression nicht-infizierter und C. burnetii (MOI 10)-infizierter JAWS 1I-DCs 72 hpi. Gezeigt sind die
Ergebnisse aus sechs unabhangigen Experimenten + Standardabweichung. Fur die Darstellung der relativen MFI wurden
die nicht-infizierten Kontrollzellen auf 1 gesetzt. Die statistische Analyse erfolgte wie in Kapitel 3.6 dargelegt (****p<0,0001
vs. Kontrolle (nicht-infiziert); n=6). (C) zeigt eine ergdnzende Western-Blot-Analyse des Gesamt-MHC | nicht-infizierter und
C. burnetii-infizierter JAWS 1I-DCs nach 72 h. Die densitometrische Analyse erfolgte auf Basis der quantifizierten
Bandenintensititen von MHC | (H-2K°) sowie der Normalisierung auf die mitgefiihrte Ladekontrolle GAPDH. Die
dargestellten Resultate basieren auf sechs unabhangigen Experimenten + Standardabweichung. Die statistische Analyse
ist in Kapitel 3.6 beschrieben (****p<0,0001 vs. Kontrolle (nicht-infiziert); n=6). (D) Immunfluoreszenzmikroskopische
Untersuchung der MHC | (H-2KP)-Oberflachenexpression nicht-infizierter und C. burnetii-infizierter JAWS 11-DCs (MOI 10,
oben) und KG-1-DCs (MOI 50, unten) 72 hpi. Gezeigt sind eine Oberflachenanfarbung fiir MHC | (H-2K®, rot) sowie eine
nachtrégliche intrazelluldre Anfarbung der Coxiellen (griin) mit dem U-Coxll Antikdrper. Die DNA wurde mit DAPI angefarbt
(blau).

Abbildung 4-5 A zeigt die Durchflusszytometrie der MHC |-Oberflachenexpression von DCs
nach Infektion mit C. burnetii (72 hpi) und zur Kontrolle mit Chlamydia (C.) psittaci (48 hpi).
Entsprechend vorangegangenen Studien des Labors zeigen die Kontrollexperimente mit
Chlamydien-infizierten DCs eine deutliche MHC I-Oberflacheninduktion 73274, Im Gegensatz dazu
weisen C. burnetii-infizierte DCs eine markante Reduktion von Oberflachen-MHC | auf (Abb. 4-5 B).
In Ubereinstimmung hiermit belegte die Immunblot-Analyse der MHC I-Gesamtauspragung
(Abb. 4-5 C) fur infizierte DCs eine ebenfalls ausgepridgte Reduktion von 40-50%. Diese
Beobachtungen fur Coxiellen-infizierte DCs konnte mittels vergleichender
Immunfluoreszenzmikroskopie in Abbildung 4-5 D untermauert werden. Wahrend nicht-infizierte
murine und humane DCs eine deutliche MHC [-Oberflachenexpression (rot) aufwiesen, war diese
fur die C. burnetii (gruin)-infizierten DCs deutlich verringert. Zusammenfassend zeigen die bisherigen
Ergebnisse der Untersuchungen, dass bei einer Coxiellen-Infektion von DCs die funktionale
Aktivierung und die Induktion der MHC I-vermittelten Antigenprasentation ausbleiben
beziehungsweise supprimiert werden.

4.3 Immunsubversion C. burnetii -infizierter DCs

Die Suppression der MHC I-vermittelten Antigenprasentation Coxiellen-infizierter DCs deutet
auf einen immunologischen Subversionsmechanismus der Bakterien hin. Ziel der nachfolgend
beschriebenen Experimente war es daher, die molekular- und zellbiologischen Hintergriinde dieser
Coxiellen-Strategie néher zu untersuchen.

4.3.1 TGF-b-vermittelte MHC I-Suppression C. burnetii -infizierter DCs

Dem Zytokin TGF-b wird eine systemisch immunsuppressive Wirkung zugesprochen 7,
Weitere Untersuchungen zeigten, dass TGF-b zudem einen ausgepragten negativen Einfluss auf
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die Reifung, Effektorfunktionen und Antigenprasentation von DCs austbt 376377, Darliber hinaus hat
die Anwesenheit des Zytokins starke Auswirkungen auf den Infektionsverlauf verschiedener
bakterieller Pathogene 378381, Auf Grundlage dieser Untersuchungen wurde nachfolgend analysiert,
ob und in welchem Umfang TGF-b eine funktionale Bedeutung fur die Coxiellen-Infektion von DCs
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Abbild ung 4-6: TGF-b vermittelte MHC I-Suppression in C. burnetii -infizierten DCs

(A) TGF-b-Sekretion im Verlauf einer C. burnetii-Infektion in DCs. Mit Hilfe eines TGF-b-ELISA wurden die Uberstande
aus C. burnetii (MOI 10)-infizierten JAWS II-DCs (24-72 hpi) auf ihre TGF-b-Sekretion hin untersucht. Als Negativkontrollen
wurden nicht-infizierte JAWS 1I-DCs verwendet (0 hpi). Dargestellt ist die relative Zytokin-Sekretion aus drei unabhangigen
Experimenten + Standardabweichung, bei der die nicht-infizierten Kontrollzellen auf 1 gesetzt wurden. Die statistische
Auswertung erfolgte wie in Kapitel 3.6 beschrieben (*p<0,05 vs. Kontrolle (nicht-infiziert, 0 hpi); ****p<0,0001 vs. Kontrolle
(nicht-infiziert, 0 hpi); n=3). (B) zeigt die Auswirkungen der Neutralisierung von TGF-b auf infizierte DCs. Nicht-infizierte
und C. burnetii (MOl 10)-infizierte JAWS 1I-DCs wurden entweder ohne Behandlung oder unter Zugabe eines
neutralisierenden U-TGF-b(1,2,3; 1,5 pg/ml)-Antikérpers fiir 72 h kultiviert. GAPDH wurde als Ladekontrolle eingesetzt.
Fur die densitometrische Analyse wurden die Bandenintensitdten von MHC | (H-2KP) quantifiziert und auf die Ladekontrolle
normiert. Dargestellt ist die relative MHC | (H-2KP)-Signalintensitat, bei der die nicht-infizierten Kontrollwerte auf 1 gesetzt
wurden. Die statistische Analyse, siehe Kapitel 3.6, wurde auf Basis von drei unabhéngigen Experimenten
+ Standardabweichung durchgefihrt (**p<0,01 vs. Kontrolle (infiziert ohne Behandlung); n=3).

Zunachst wurde analysiert, ob es im Rahmen der Infektion zu einer DC-vermittelten
Ausschittung von TGF-b kommt, die ursachlich fiir die MHC I-Suppression sein konnte %2, Dazu
wurden Zellkulturiberstéande infizierter DC-Kulturen wéhrend des Infektionsverlaufs (0-72 hpi) mit
einem TGF-b-ELISA (siehe Material und Methoden, Kapitel 3.4.8) auf die Sekretion des Zytokins hin
untersucht. Im Vergleich zu einer nicht-infizierten Kontrolle wiesen die Zellkulturiberstande der
Coxiellen-infizierten DCs tatsachlich eine Uber die Zeit ansteigende héhere TGF-b-Ausschittung auf
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(Abb. 4-6 A). Die relative Zunahme liegt bei einem Wert von 2,5. Des Weiteren wurde in einem
Antikdrper-Neutralisationsversuch der TGF-b-Einfluss auf die MHC I-Expression untersucht. Dazu
wurden nicht-infizierte und C. burnetii-infizierte DCs in An- und Abwesenheit eines TGF-b-
neutralisierenden Antikorpers fur 72 h kultiviert und die MHC |-Expression mittels Western-Blot
untersucht (Abb. 4-6 B). Bei der TGF-b-Neutralisierung konnte im Vergleich zu den entsprechenden
Kontrollexperimenten ein deutlicher 2- bis 3-facher Anstieg des exprimierten MHC I-Levels in
infizierten DCs beobachtet werden. Somit weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass in infizierten
DCs die infektionsbedingte MHC I-Suppression auf eine parallel erhdhte autokrine Ausschuttung
und Wirkung des anti-inflammatorischen TGF-b zurlickzufiihren ist.

4.3.2 Induktion des TGF-b-aktivierenden UVb8-Integrins in infizierten DCs

Die gesteigerte TGF-b-Sekretion und ihr Einfluss auf die MHC I-Antigenprasentation Coxiellen-
infizierter DCs lassen einen autokrinen immunmodulatorischen Einfluss des Zytokins vermuten.
Die Funktionalitat von TGF-b ist von der Bindung an einen spezifischen Oberflachenrezeptor
abhangig, der auf APCs exprimiert wird 33, Die Rezeptorbindung von TGF-b kann nur in
Anwesenheit eines membranverankerten Integrins erfolgen. Der komplexe Interaktionsprozess wird
durch die nicht-kovalente Assoziation des Zytokins mit dem sogenannten latency-associated peptide
(LAP) kontrolliert. LAP formt eine klammer&hnliche Struktur um das Zytokin und verhindert so seine
Rezeptorbindung. Um das TGF-b aus dieser inaktiven Struktur zu entlassen, sind Integrine
notwendig, die LAP strukturell deformieren und/oder seine proteolytische Zugénglichkeit erh6hen
und so zur Freisetzung des aktiven TGF-b fuhren. Dieses kann nun an seinen Rezeptor binden,
Signalkaskaden und nachgeschaltete immunologische Prozesse initiieren 38438 Auf Basis dieser
Erkenntnisse wurde in nachfolgenden Experimenten die Integrin-Expression, die die eigentliche
Aktivitdt und Funktionalitat von TGF-b bestimmt, analysiert. Da fir DCs bekannt ist, dass sie
vorwiegend das TGF-b-aktivierende U V blBtegrin exprimieren 383386387 wurde die Induktion dieses
DC-charakteristischen Integrin-Typs genauer untersucht.
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Abbild ung 4-7: UV b-lategrin als aktivierender Mittler der TGF-b-abhangigen Immunsubversion

(A) Western-Blot-Analyse zur Untersuchung des Einflusses des OVb8-Integrins auf die Immunsubversion durch Coxiellen.
Nicht-infizierte und C. burnetii (MOI 10)-infizierte JAWS 1I-DCs wurden fir 72 h kultiviert. Fur die densitometrische
Auswertung wurden die Bandenintensitaten des Uvb8-Integrin quantifiziert und auf die mitgefiihrte Ladekontrolle GAPDH
normiert. Dargestellt ist die relative Uvb8-Integrin-Signalintensitét, fur die die nicht-infizierten Kontrollen auf 1 gesetzt
wurden. Die statistische Analyse, beschrieben in Kapitel 3.6, wurde auf Basis von drei unabhéngigen Experimenten
+ Standardabweichung durchgefiihrt (*p<0,05 vs. Kontrolle (nicht-infiziert); n=3). (B) zeigt eine ergdnzende Western-Blot-
Analyse zur UVBb8-Integrin-Oberflachenexpression. Die dafiir notwendige Aufbereitung der Plasmamembranen ist unter
Kapitel 3.4.1 erlautert. JAWS 1I-DCs wurden fur 72 h mit Coxiellen (MOI 10) infiziert oder blieben nicht-infiziert. Fur die
densitometrische Auswertung wurden die Bandenintensititen des UVb8-Integrins quantifiziert und auf die Ladekontrolle
GAPDH normalisiert. Gezeigt ist die relative Signalintensitét, basierend auf der nicht-infizierten Kontrolle, die auf 1 gesetzt
wurde. Die statistische Analyse (siehe Kapitel 3.6) wurde auf Basis von drei unabhangigen Experimenten
+ Standardabweichung durchgefihrt (****p<0,0001 vs. Kontrolle (nicht-infiziert); n=3).

Wie im Western-Blot von Abbildung 4-7 zu sehen ist, erfolgte die Untersuchung des
Expressions-Levels des U V bl8tegrins vor und wéhrend der Coxiellen-Infektion von DCs. Es wurde
sowohl die Gesamtauspragung des Integrins (Abb. 4-7 A) als auch seine Préasenz auf der
Plasmamembran von DCs analysiert (Abb. 4-7 B, siehe Material und Methoden, Kapitel 3.4.1,
Abschnitt Plasmamembran-Isolation). Fur beide zellularen Gegebenheiten der DCs zeigte sich
wéhrend der Coxiellen-Infektion eine signifikante Proteininduktion (Faktor 2-3) des U V BlBtegrins.
Somit wird bei infizierten DCs die gesteigerte TGF-b-Ausschittung von einer deutlichen
Expressionszunahme des Zytokin-aktivierenden U V b-lBtegrins begleitet. Dies untermauert die
obige Hypothese, dass die beobachtete infektionsbedingte Beeintrdchtigung der MHC-
Antigenprasentation infizierter DCs in der Tat in direkter Weise auf einen induzierten autokrinen
Suppressionseffekt des U V b1Btegrin-aktivierten TGF-b zuriickzufiihren ist.
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4.4 Aufhebung TGF-b-vermittelter MHC I-Suppression C. burnetii -infiz ierter DCs

Die hier durchgefuhrten Studien zeigen, dass eine DC-Infektion mit Ph lI-Coxiellen zu einer
fisetbld otc ki e Ausschilitungiivon U V blBtegrin-aktivierten TGF-b fuhrt, die die MHC I-
Antigenprasentation supprimiert. Die MHC I-Prasentation von Coxiellen-Antigenen uber infizierte
DCs ist jedoch fiir die Einleitung einer nachgeschalteten T-Zell-lImmunitat essenziell 142%°, In diesem
immunologischen Kontext kommt IFN-0 eine entscheidende Bedeutung zu. Dieses stimuliert
Aktivierung und MHC I-Antigenprasentation von DCs 2!, Hierauf basierend wurde in nachfolgend
beschriebenen Experimenten der Einfluss des Interferons auf die MHC I-Expression Coxiellen-
infizierter DCs untersucht.

4.4.1 Interferon -vermittelte MHC I-Induktion infizierter DCs
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Abbild ung 4-8: Interferon -vermittelte MHC I-Induktion C. burnetii -infizierter DCs

(A) Western-Blot-Analyse zur Untersuchung des Einflusses von IFN-2 auf die MHC | (H-2KP)-Expression von DCs. Nicht-
infizierte sowie C. burnetii (MOl 10)-infizierte JAWS I[I-DCs wurden fir 72 h in An- oder Abwesenheit von
IFN-2 (100 U/ml, 7 hpi) kultiviert. Die densitometrische Analyse basiert auf der Quantifizierung der MHC I-
Bandenintensitaten und der Normalisierung auf GAPDH als Ladekontrolle. Gezeigt ist die relative MHC | (H-2KY)-
Signalintensitat, fur die die entsprechende unbehandelte Kontrolle (nicht-infiziert/infiziert) auf 1 gesetzt wurde.
Die statistische Analyse erfolgte, wie in Kapitel 3.6 beschrieben, fir drei unabhangige Experimente + Standardabweichung
(****p<0,0001 vs. Kontrolle (nicht-infiziert/infiziert chne Behandlung); n=3). (B) Identifizierung des relevanten Signalweges
fir die Wiederherstellung der MHC [-Antigenprasentation infizierter DCs mittels Western-Blot-Analyse. JAWS II-DCs
wurden fur 2 h mit Inhibitoren verschiedener Kinase-Signalwege (ERK1/2 [U0126, 50 uM], p38 [SB202490, 10 pM],
NF-aB [CAPE, 5 uM]) inkubiert. Anschlie@end wurden die Zellen mit C. burnetii (MOI 10) infiziert, 12 hpi mit IFN-2
(100 U/ml) behandelt und bis 48 hpi inkubiert. Unbehandelte, nicht-infizierte Zellen wurden als Kontrollen mitgefiihrt.
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Die Quantifizierung der Bandenintensitaten von MHC | (H-2KP) und die Normierung auf GAPDH erfolgten im Rahmen der
densitometrischen Analyse aus drei unabhangigen Experimenten = Standardabweichung. Dargestellt ist die relative
MHC I-Signalintensitat, fur die die infizierte, unbehandelte Kontrolle auf 1 gesetzt wurde. Die statistische Analyse folgt der
Beschreibung in Kapitel 3.6 (*p<0,05 vs. Kontrolle (infiziert + IFN-2); **p<0,01 vs. Kontrolle (infiziert + IFN-2); ***p<0,001
vs. Kontrolle (infiziert + IFN-2); n=3).

Die Western-Blot-Analyse in Abbildung 4-8 A zeigt die Untersuchung zur MHC I-Expression
C. burnetii-infizierter DCs in Anwesenheit von IFN-0 . Die Grundexpression wurde mittels
unbehandelter Zellen bestimmt. In Anwesenheit von IFN-2 ist eine deutliche MHC I-Erhdéhung
(Faktor 2-3) fur nicht-infizierte und infizierte DCs detektierbar. Die Ergebnisse deuten darauf hin,
dass IFN-o eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung der Antigenpréasentation spielt.
Zur ldentifizierung des relevanten Signalweges dieser Interferon-stimulierten MHC I-Induktion wurde
im Anschluss ein Inhibitionsexperiment zur Blockierung verschiedener IFN-o-aktivierbarer Kinase-
Signalwege 3839 durchgefiihrt (Western-Blot Analyse, Abb. 4-8 B). Hierzu wurden ERK1/2, p38 und
NF-o Bpharmakologisch inhibiert und die MHC I-Expression infizierter IFN-o-stimulierter Zellen
mittels Western-Blot analysiert. Unter Blockierung von NF-o Bwvurde eine deutliche Reduktion (75%)
des MHC |-Levels gemessen, wahrend die Inhibition von ERK1/2 und p38 zu einer marginalen MHC
I-Steigerung (25%) fuhrte. Die Analysen weisen somit darauf hin, dass der Signalweg der IFN-o-
stimulierten MHC [-Antigenprasentation infizierter DCs mafgeblich Uber NF-o Bvermittelt wird,
wahrend die beiden MAP-Kinasen ERK1/2 und p38 die IFN-2-vermittelte MHC I-Induktion im Kontext
einer Coxiellen-Infektion offensichtlich negativ beeinflussen.

4.4.2 IFN-o-Einfluss auf Antigenpr dsentation und UVb8-Integrin -Expression infizierter DCs

Die obigen Experimente belegen, dass die IFN-o-Anwesenheit zu einer Wiederherstellung
induzierter MHC |-Expression in Coxiellen-infizierten DCs fuhrt. In nachfolgend beschriebenen
Studien wurde daher eine detaillierte Analyse der Einflussnahme von IFN-2 auf die MHC I-vermittelte
Antigenpréasentation sowie die TGF-b-regulierende Expression des U V blBtegrins infizierter DCs
durchgefihrt.
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Abbild ung 4-9: Auswirkungen der IFN-o-Anwesenheit auf die Antigenprasentation und UVBb8-Integrin -Expression
C. burnetii -infizierter DCs

(A) Reprasentative Durchflusszytometrie der Oberflachen-MHC | (H-2KP)-Expression C. burnetii-infizierter DCs in An- und
Abwesenheit von IFN-2. C. burnetii (MOI 10)-infizierte JAWS II-DCs wurden in An- und Abwesenheit von IFN-2 (100 U/ml,
7 hpi) fur 72 h inkubiert. Isotyp- und nicht-infizierte Kontrollen wurden mitgefiihrt. Dargestellt ist die Fluoreszenzintensitat
des Oberflachen-MHC I. (B) Quantifizierung der MHC | (H-2KP)-Oberflachenexpression wahrend der C. burnetii-Infektion
in DCs in An- und Abwesenheit von IFN-2. Nicht-infizierte und C. burnetii (MOI 10)-infizierte JAWS 1I-DCs mit und ohne
IFN-9-Zugabe (100 U/ml, 12 hai, 7 hpi) wurden 72 hpi auf ihre Oberflachen-MHC I-Expression hin durchflusszytometrisch
untersucht. Gezeigt sind die Ergebnisse als MFI aus drei unabhéngigen Experimenten + Standardabweichung.
Die statistische Analyse ist in Kapitel 3.6 beschrieben (**p<0,01 vs. Kontrolle (nicht-infiziert ohne Behandlung);
****n<0,0001 vs. Kontrolle (infiziert ohne Behandlung); n=3). (C) Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchung der
MHC I-Oberflachenexpression infizierter DCs mit und ohne IFN-2-Zugabe. C. burnetii (MOI 10)-infizierte JAWS II-DCs
wurden in An- und Abwesenheit von IFN-o (100 U/ml, 7 hpi) 72 h kultiviert. Anschlielend erfolgte eine
Oberflachenanfarbung mit einem MHC | (H-2KP)-Antikérper (rot) und eine nachtragliche intrazellulare Anfarbung von
C. burnetii mit dem U-CoxlI Antikérper (griin). Die DNA wurde mit DAPI angefarbt (blau). (D) zeigt die Western-Blot-Analyse
zur UVB8-Integrin-Oberflichenexpression infizierter DCs in Anwesenheit von IFN-o. C. burnetii (MOI 10)-infizierte
JAWS II-DCs wurden mit IFN-2 behandelt (100 U/ml,12 hai, 7 hpi) und fur 72 h kultiviert. Nicht-infizierte Zellen wurden als
Kontrollen mitgefiihrt. Es folgte die densitometrische Analyse der UVB8-Integrin-Signalintensitit, fir die die
Bandenintensitaten quantifiziert und auf GAPDH als Ladekontrolle normiert wurden. Gezeigt ist die relative OVb8-Integrin-
Signalintensitat aus drei unabhangigen Experimenten + Standardabweichung, die auf die nicht-infizierte Kontrolle normiert
wurde. Die statistische Aufbereitung erfolgte wie in Kapitel 3.6 beschrieben (****p<0,0001 vs. Kontrolle
(infiziert ohne Behandlung); n=3).
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Die reprasentative Durchflusszytometrie in Abbildung 4-9 A zeigt die deutliche Auspragung der
MHC I-Oberflachenexpression IFN-a-stimulierter infizierter DCs. Die quantitative Auswertung ergab,
dass eine IFN-2-Zugabe sowohl vor (hours ante infection, hai) als auch nach der Infektion (hpi) eine
vergleichbar hohe MHC I-Induktion (um einen Faktor 4-5) bewirkt (Abb. 4-9 B).
Die korrespondierende Immunfluoreszenz in Abbildung 4-9 C belegt die IFN-o-vermittelten Induktion
von Oberflachen-MHC | (rot) fur Coxiellen (grun)-infizierte DCs. Aus der Gesamtheit dieser
Ergebnisse lasst sich somit ableiten, dass IFN-0 die Suppression der MHC I-Expression und
-Prasentation infizierter DCs in effizienter Weise aufhebt. Um zu untersuchen, wie IFN-2 der
MHC I-Suppression entgegenwirkt, wurde sein Einfluss auf die Expression des TGF-b-aktivierenden
U V blBtegrins in infizierten DCs naher untersucht. Die Western-Blot-Analyse in Abbildung 4-9 D
zeigt, dass die IFN-o-Anwesenheit eine ausgepragte Reduktion des U V bIBtegrin-Levels (50-75%)
infizierter DCs hervorruft. Dies weist darauf hin, dass IFN-o die durch TGF-b ausgeltste MHC I-
Suppression Coxiellen-infizierter DCs mittels Reduktion des U V blBtegrins aufhebt und so eine
induzierte Antigenprasentation von Peptidantigenen ermdglicht.

Zugangsnr. Gen-Name Protein Peptid-Sequenz lon score
Q83D13 CBU_0933 Transport-Permease-Protein LAGLINAI 31
Q83CG3 CBU_1155 N-(5'-Phosphoribosyl)Anthranilat-lsomerase LGANVIPVL 27

Tabelle 4-1: Identifizierte MHC | -Peptidantigene aus C. burnetii

C. burnetii (MOI 10)-infizierte JAWS II-DCs wurden 72 h in Anwesenheit von IFN-2 (100 U/ml) kultiviert. AnschlieRend
wurden die MHC I-Molekiile isoliert und in der Massenspektroskopie analysiert. Nicht-infizierte und unbehandelte Proben
wurden als Kontrollen mitgefihrt. Fur die Identifizierung der MHC |-présentierten Peptidantigene wurden nur Peptide mit
einem lon score > 25 in die Analyse mit einbezogen. Die Peptide wurden Giber den NetMHCpan-Server auf eine etwaige
Bindungsaffinitat zu MHC | (H-2KP) Uberprift und mit Hilfe von Uniprot-Datenbanken (zu Coxiella burnetii NMIl RSA 439
und mus musculus) identifiziert.

Basierend auf der IFN-o-stimulierten MHC I-Antigenprasentation infizierter DCs wurde
untersucht, ob und welche pathogenassoziierten Antigene im Kontext von MHC I-Molekilen
prasentiert werden. Hierzu wurden Peptid-beladene MHC-Molekule IFN-o-stimulierter infizierter DCs
mittels saurer Peptidisolation isoliert (siehe Material und Methoden, Kapitel 3.4.5).
Als Vergleichskontrolle dienten nicht-infizierte und infizierte DCs ohne entsprechende Interferon-
Behandlung. Nach massenspektroskopischer Aufbereitung der Eluate wurden die gefundenen
Peptide bezlglich ihrer IFN-2-Induzierbarkeit, ihres spezifischen C. burnetii-Ursprungs sowie ihrer
MHC I-Bindungseigenschaften hin Gberpruft. Nach entsprechender bioinformatischer Evaluierung
konnten zwei Coxiellen-spezifische MHC I-Bindungspeptide identifiziert werden (Tabelle 4-1).
Hierbei handelt es sich um ein 8- sowie ein 9-mer-Peptid, welche von dem MHC [-Allel-Produkt
H-2KP gebunden/prasentiert werden und der Transport-Permease (CBU_0933) sowie einem
multifunktionalen Fusionsprotein (CBU_1155) von C. burnetii entstammen. Diese Ergebnisse lassen
darauf schliel3en, dass in Coxiellen-infizierten DCs die IFN-o-vermittelte Induktion der MHC I-
Oberflachenexpression mit einer funktionalen Prasentation pathogener Peptidantigene verbunden
ist.
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4.4.3 IFN-2-Einfluss auf Etablierung und Infektiositdt von C. burnetii in DCs

Durch die bisherigen Untersuchungen konnten zellulare Prozesse infizierter DCs unter
Einflussnahme von IFN-2 beschrieben werden. Um nun zu untersuchen, ob und welchen Einfluss
die Interferon-Behandlung der DCs auf das intrazellulare Pathogen und die von ihm gebildeten
Vakuolen (CCVs) hat, wurden elektronenmikroskopische Analysen durchgeftihrt.
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Abbildung 4-10: Charakterisierung der C. burnetii -Infektion in Anwesenheit von IFN-2

(A) Elektronenmikroskopische Aufnahmen C. burnetii (MOl 10)-infizierter DCs in An- und Abwesenheit von IFN-2
(100 U/ml, 12 hai, 7 hpi) 72 hpi. Unten aufgefiihrt ist jeweils eine vergréRerte Ansicht des oben weil3-eingerahmten
Bildausschnitts. Coxiellen-Strukturen wurden nachtraglich grin eingeféarbt. (B) Western-Blot-Analyse eines
Infektionsverlaufes in DCs in Anwesenheit von IFN-2. C. burnetii (MOI 10)-infizierte JAWS 1I-DCs wurden fir 24-72 h mit
und ohne Zugabe von IFN-2 (100 U/ml, 12 hai, 7 hpi) kultiviert. Nicht-infizierte Zellen wurden mitgefihrt. GAPDH diente
als Ladekontrolle. (C) Vergleichende Analyse der GE und der coxHSP60-Expression in An- und Abwesenheit von IFN-2.
Fir die Bestimmung der GE wurden C. burnetii (MOl 10)-infizierte JAWS 1I-DCs mit und ohne Zugabe von IFN-2
(100 U/ml, 7 hpi) fur 72 h kultiviert. AnschlieBend erfolgte die gDNA-Isolation und die Bestimmung der GE tber gPCR wie
in Kapitel 3.2.2.1 beschrieben. Fur die Bestimmung der coxHSP60-Expression wurde ein identischer Versuchsansatz
verwendet. Nach 72 h folgte die Western-Blot-Analyse mit densitometrischer Auswertung der coxHSP60-Bandenintensitét
unter Normalisierung auf die Ladekontrolle GAPDH. Dargestellt sind die kombinierten Ergebnisse aus je drei
unabhangigen Experimenten + Standardabweichung als relative Bakterienlast.
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Die in Abbildung 4-10 A dargestellte Elektronenmikroskopie zeigt, welche Auswirkungen
IFN-o auf die Etablierung und das Wachstum der Bakterien in DCs hat. Links ist die DC-Infektion
ohne Interferon gezeigt, wobei die Ausbildung einer intakten CCV deutlich zu erkennen ist. Mittig ist
die Infektion nach vorheriger Zugabe von IFN-0 (12 hai) dargestellt. In diesem Fall wurden
zytosolisch vorliegende Bakterien ohne erkennbare CCV und/oder die Ausbildung deformierter,
kleiner CCVs beobachtet. Rechts findet sich die DC-Infektion unter nachtraglicher Zugabe des
Interferons. Unter diesen Bedingungen konnten keine CCVs, sondern nur vereinzelte Bakterien im
Zytosol detektiert werden. Diese Befunde belegen, dass die Ausbildung der CCV sowie die
bakterielle Vermehrung durch IFN-2 stark beeintrachtigt sind. Aufbauend auf diesen Beobachtungen
wurde der Verlauf der Coxiellen-Infektion unter IFN-2-Einfluss mittels coxHSP60-Western-Blot-
Analyse untersucht. Abbildung 4-10 B zeigt, dass IFN-2 einen deutlich negativen Effekt auf die
coxHSP60-Auspragung hat und sich dieser Effekt im weiteren Zeitverlauf der Zellkultivierung
verstarkt. In einer kombinierten Analyse zur Bestimmung der GE und des coxHSP60-Levels (mittels
gPCR und Western-Blot) zeigte sich, dass sich GEs aquivalent zu coxHSP60 verhalten und somit
beide Analysemethoden vergleichbare Auskunft Uber die jeweilige Bakterienlast infizierter DCs
geben. Unter Verwendung beider Methoden zeigte sich in IFN-o-vor- und -nachbehandelten DCs
eine bakterielle Reduktion um 75%. Aus diesen Daten lasst sich ableiten, dass durch Anwesenheit
von IFN-2 die Coxiellen-Infektion von DCs stark beeintrachtigt ist.
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Abbildung 4-11: Einfluss von IFN-2 auf die Reinfektiositat von C. burnetii

(A) Durchflusszytometrie der Reinfektiositat von C. burnetii nach Kultivierung in DCs in An- und Abwesenheit von IFN-9.
JAWS 1I-DCs wurden mit C. burnetii (MOI 10) infiziert und 7 hpi mit IFN-2 (100 U/ml) behandelt oder unbehandelt weiter
kultiviert. 72 hpi wurden die Bakterien mittels syringe releasing freigesetzt und fiir eine Infektion von Reporterzellen (L929-
Fibroblasten) verwendet. Nach 72 h wurde die Fahigkeit zur Reinfektion durchflusszytometrisch Gber den Nachweis
infizierter Reporterzellen untersucht. Fur die Anfarbung wurde der U-Coxll Antikdrper eingesetzt. Nicht-infizierte sowie
C. burnetii (MOI 10, 72 hpi)-infizierte Reporterzellen wurden als Kontrollen mitgefiihrt. Gezeigt ist der relative Anteil
infizierter Reporterzellen, bei dem die reinfizierten, nicht-behandelten Kontrollen auf 1 gesetzt wurden. Die statistische
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Analyse aus neun unabhangigen Experimenten + Standardabweichung erfolgte wie in Kapitel 3.6 dargelegt
(****p<0,0001 vs. Kontrolle (reinfiziert ohne Behandlung); n=9). (B) zeigt eine Reinfektionskinetik. JAWS II-DCs wurden
mit Coxiellen (MOI 10) infiziert und fir 24-120 hpi in An- und Abwesenheit von IFN-2 (100 U/ml, 7 hpi) kultiviert. Zum
jeweiligen Zeitpunkt wurden die Bakterien Uber das syringe releasing freigesetzt und fur die Reinfektion von Reporterzellen
(L929-Fibroblasten) genutzt. Der Anteil der infizierten Reporterzellen konnte nach 72 h durchflusszytometrisch unter
Verwendung des U-Coxll Antikérpers bestimmt werden. Dargestellt ist das relative Verhaltnis von IFN-o-reinfizierten
Reporterzellen (vorherige Kultivierung in Anwesenheit von IFN-92) zu reinfizierten Reporterzellen (vorherige Kultivierung in
Abwesenheit von IFN-2). Gezeigt sind die Resultate aus drei unabhéngigen Experimenten + Standardabweichung.

Parallel zur Elektronenmikroskopie der CCVs und Bestimmung der Bakterienlast wurden
Reinfektionsuntersuchungen durchgefuhrt. Wie die Durchflusszytometrie in Abbildung 4-11 A belegt,
sinkt die Reinfektiositat der Bakterien in Anwesenheit des Interferons um 50-75%. Eine zuséatzlich
durchgefuhrte Kinetik (24-120 hpi) in Abbildung 4-11 B zeigt das Verhéltnis zwischen reinfizierten
Reporterzellen nach IFN-2-Vorbehandlung infizierter DCs und reinfizierten Kontrollreporterzellen
(ohne entsprechende Interferon-Zugabe). Die Analysen ergaben, dass die Reinfektiositat der aus
DCs stammenden Coxiellen entsprechend der Dauer der IFN-o-Verabreichung abnahm.
Zusammenfassend weisen diese Studien darauf hin, dass Interferon-behandelte DCs in der Lage
sind, nach Aufnahme des Pathogens die Etablierung/Vermehrung der Coxiellen in negativer Weise
zu beeinflussen.

4.4.4 Einflussnahme von Ph I- und II-LPS bei MHC I-Suppression C. burnetii -infizierter DCs

In Ubereinstimmung mit den hier durchgefiihrten Arbeiten weisen vorausgegangene Studien
anderer Arbeitsgruppen darauf hin, dass bei der Infektion mit Ph I-C. burnetii eine funktionale DC-
Reifung mit entsprechender Zyto-/Chemokinproduktion ausbleibt 4. Obschon die verantwortlichen
Subversionsmechanismen véllig unklar sind, wurde spekuliert, dass hier eventuell Ph I-LPS als
Virulenzfaktor eine blockierende Wirkung auf infizierte DCs hat %1. Zudem ist bis heute ungewiss, ob
und in welchem Male das LPS der Ph lI-Coxiellen eine vergleichbare Wirkung auf infizierte DCs
haben koénnte. So ware durchaus denkbar, dass die durch autokrines TGF-b ausgeloste
Immunsubversion infizierter DCs (siehe Abb. 4-6) Gber Coxiellen-LPS zusétzlich unterstutzt oder die
IFN-o-vermittelte (Re)Aktivierung infizierter DCs durch Coxiellen-LPS beeintrachtigt wird. Um diese
beiden mdglichen Aspekte ndher zu untersuchen, wurde der Einfluss von Ph I- und II-LPS auf die
reifungsabhéngige MHC I-Expression infizierter DCs analysiert. In einer vergleichenden
Untersuchung wurde nicht-infizierten und infizierten DCs zusatzlich Coxiellen-LPS in aufgereinigter
Form (Antigen, Ph | und Il) oder als inaktivierte Vakzine (Vakzine, Ph I) zugesetzt.
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Abbildung 4-12: Einfluss von Phase I- und II-Coxiellen -LPS auf nicht -infizierte und infizierte DCs

(A) Durchflusszytometrie des Einflusses von Phase | (Ph I)- und Phase Il (Ph I1)-Coxiellen-Lipopolysaccharid (coxLPS) auf
die MHC | (H-2KP)-Oberflachenexpression von DCs. Nicht-infizierte und C. burnetii (MOI 10)-infizierte JAWS II-DCs wurden
in An- und Abwesenheit von IFN-2 (100 U/ml, 7 hpi) und unter Zugabe von Ph | (Vakzine Coxevac®, 72 QF U/ml, dialysiert
& Ph | Antigen 1:100, dialysiert)- und Ph 1l (Ph 1l Antigen 1:100, dialysiert)-coxLPS kultiviert. 72 hpi wurden die Zellen auf
ihre Oberflachen-MHC | (H-2K)-Expression hin durchflusszytometrisch untersucht. Gezeigt sind die Ergebnisse aus drei
unabhéangigen Experimenten + Standardabweichung. Fur die Darstellung der relativen MFI wurden die nicht-infizierten
Kontrollzellen auf 1 gesetzt. Die statistische Auswertung erfolgte wie in Kapitel 3.6 beschrieben (n.s.: nicht signifikant vs.
Kontrolle (nicht-infiziert/infiziert ohne Behandlung); **p<0,01 vs. Kontrolle (nicht-infiziert/infiziert ohne Behandlung);
***n<0,001 vs. Kontrolle (nicht-infiziert/infiziert ohne Behandlung); ****p<0,0001 vs. Kontrolle (nicht-infiziert/infiziert ohne
Behandlung); n=3). (B) Western-Blot-Analyse der MHC | (H-2K)-Expression von infizierten DCs unter Zugabe von Ph I-
und Ph IlI-coxLPS. C. burnetii (MOI 10)-infizierte JAWS II-DCs wurden in An- und Abwesenheit von Ph | (Vakzine Coxevac®,
72 QF U/ml, dialysiert & Ph | Antigen 1:100, dialysiert)- und Ph Il (Ph Il Antigen 1:100, dialysiert)-coxLPS sowie IFN-2
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(100 U/ml, 7 hpi) fiir 72 h kultiviert. Fiir die densitometrische Auswertung wurde die Bandenintensitat von MHC | (H-2KP)
quantifiziert und auf die Ladekontrolle GAPDH normiert. Fir die Darstellung wurden die unbehandelten Kontrollen fur jeden
Ansatz auf 1 gesetzt. Die statistische Analyse, siehe Kapitel 3.6, wurde auf Basis von drei unabhangigen Experimenten
+ Standardabweichung durchgefuhrt (*p<0,05 vs. Kontrolle (infiziert ohne Behandlung); **p<0,01 vs. Kontrolle (infiziert
ohne Behandlung); ***p<0,001 vs. Kontrolle (infiziert ohne Behandlung); n=3). (C) Immuno-Dotblot-Analyse zur Detektion
der TGF-b-Ausschittung durch DCs. Kulturiberstdénde Coxiellen (MOI 10)-infizierter und LPS-behandelter (Ph | & Ph Il
Antigen, 1:100, dialysiert & Vakzine Coxevac®, 72 QF U/ml, dialysiert) JAWS II-DC-Kulturen wurden nach 72 h Inkubation
geerntet, auf Nitrozellulose aufgetragen und mittels TGF-b-Antikdrper analysiert. Zur Kontrolle erfolgte fur
korrespondierende Zelllysate eine GAPDH-Anfarbung. In einem parallelen Ansatz wurden infizierte und LPS-behandelte
DCs mittels Durchflusszytometrie unter Verwendung eines anti-H-2KP-Antikérpers auf Oberflachen-MHC | hin analysiert.
Eine mitgeflihrte Isotypanfarbung diente als Negativkontrolle. (D) Western-Blot-Analyse der Reifung von Chlamydien
(MOI 10)-infizierten DCs in An- und Abwesenheit von cox-LPS Ph | (Antigen 1:100 dialysiert, 12 hai) und Ph Il (Antigen
1:100, dialysiert, 12 hai) nach 48 h Kultivierung. Fir die densitometrische Auswertung wurde die Bandenintensitat von
MHC | (H-2KP) quantifiziert und auf die Ladekontrolle GAPDH normiert. Dargestellt sind die Ergebnisse aus einem
Versuchsansatz + Standardabweichung auf Basis dreier unterschiedlicher Expositionen.

Die in Abbildung 4-12 A dargestellte Durchflusszytometrie zeigt, dass die Anwesenheit von
Ph |- oder II-LPS keinen alleinigen oder zusatzlichen negativen Effekt auf die gemessenen MHC I-
Oberflachenauspragung hat. Dies gilt fur fur infizierte und nicht-infizierte DCs und lasst vermuten,
dass die Anwesenheit von Coxiellen-LPS (unabhangig von der LPS-Phasenvariation) fir die hier
beobachtete Reifungsblockierung infizierter DCs keine oder nur eine sehr untergeordnete Rolle
spielt. Diese Annahme wird wiederum dadurch bestatigt, dass weder Ph I- noch IlI-LPS einen
detektierbaren Einfluss auf die IFN-2-induzierte MHC I-Expression infizierter DCs nimmt. Der Anstieg
der MHC |-Oberflachenexpression lag bei allen untersuchten Ansétzen bei O5. Korrespondierende
Untersuchungen zur Bakterienlast und MHC I-Gesamtauspragung (Abb. 4-12 B) ergaben zudem
eine starke, LPS-unabhangige Reduktion der Coxiellen-Infektion IFN-o-stimulierter DCs, die
gleichzeitig einen deutlichen Anstieg der Gesamt-MHC [|-Expression aufwiesen (Faktor 2-4).
Da TLRs als mdgliche Subversionstargets des Coxiellen-LPS auf JAWS II-DCs exprimiert werden
%1 jedoch die verschiedenen Coxiellen-LPS-Varianten nicht (wie bei der Coxiellen-Infektion) zu
einer MHC |-Reduktion und/oder TGF-b-Ausschittung flhrten (Abb. 4-12 C), kann festgehalten
werden, dass es offensichtlich keine LPS-Beteiligung an der hier gefundenen MHC I-Subversion
infizierter DCs gibt. Ferner wurde der Einfluss des Coxiellen-LPS wahrend einer Chlamydien-
Infektion, welche eine funktionale DC-Reifung mit erhéhter MHC |-Expression hervorruft 3%,
untersucht. Wie die Western-Blot-Analyse in Abbildung 4-12 D zeigt, konnte durch Ph |- oder Ph II-
LPS-Zugabe keine Reifungsblockierung anhand der MHC I-Induktion infizierter DCs detektiert
werden, was unterstiitzt, dass die Prasenz des Coxiellen-LPS offensichtlich keinen negativen
Einfluss auf die DC-Reifung ausiibt. Somit ist die Modulation funktionaler Eigenschaften Coxiellen-
infizierter DCs mafgeblich auf das adversative Wirken von TGF-b und IFN-2 und nicht auf die
Gegenwart von Coxiellen-LPS als Virulenzfaktor zurtickzuftihren.

4.5 IFN-o-regulierte Abwehr C. burnetii -infizierter DCs

Die bisherigen Studien weisen deutlich auf eine IFN-2-vermittelte Pathogenabwehr infizierter
DCs hin. Zur detaillierten Aufklarung dieser zellularen Selbstverteidigung gegen C. burnetii wurden
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in nachfolgend beschriebenen Studien verschiedene Interferon-vermittelte zellautonome
Abwehrmechanismen von DCs untersucht.

4.5.1 Beteiligung von NOX2/ROS bei der anti-C. burnetii Abwehr infizierter DCs

In den folgenden Experimenten wurde der Fokus auf die funktionale Bedeutung des IFN-o-
induzierbaren NOX2/ROS-Systems fur die anti-Coxiellen Abwehr infizierter DCs gesetzt.
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Abbildung 4-13: Auswirkungen reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) auf die C. burnetii -Infektion in DCs

(A) Western-Blot-Analyse der NOX2 (gp91PhoX)-Expression wahrend einer C. burnetii-Infektion. Nicht-infizierte und
C. burnetii (MOI 10)-infizierte JAWS II-DCs wurden unter Zugabe von IFN-2 (100 U/ml, 12 hai, 7 hpi) oder unbehandelt fur
72 h kultiviert. Fiir die densitometrische Analyse wurden die NOX2 (gp91P"°%)-Bandenintensititen quantifiziert und auf die
mitgefuhrte Ladekontrolle (GAPDH) normiert. Dargestellt ist die relative Signalintensitdt aus drei unabhangigen
Experimenten = Standardabweichung, fiir die die unbehandelten Kontrollen (nicht-infiziert & infiziert) auf 1 gesetzt wurden.
Die statistische Analyse ist in Kapitel 3.6 beschrieben (n.s.: nicht signifikant vs. Kontrolle (infiziert ohne Behandlung);
*p<0,05 vs. Kontrolle (nicht-infiziert ohne Behandlung); **p<0,01 vs. Kontrolle (infiziert ohne Behandlung); ***p<0,001 vs.
Kontrolle (nicht-infiziert ohne Behandlung); n=3). (B) Durchflusszytometrische Analyse intrazellularer ROS in nicht-
infizierten und C. burnetii (MOI 10)-infizierten JAWS II-DCs in An- und Abwesenheit von IFN-2 (100 U/ml, 12 hai, 7 hpi)
72 hpi. Fur den Nachweis von ROS wurde das CellROX® Green Reagent (Life Technologies), wie in Kapitel 3.3.7
beschrieben, verwendet. Unbehandelte Zellen wurden als Negativ- und TBHP (ROS-Donor)-behandelte Zellen als
Positivkontrolle verwendet. Dargestellt ist die Fluoreszenzintensitét intrazellularer ROS aus einem Experiment. Abbildung
(C) zeigt ein kombiniertes Stimulations- und Inhibitionsexperiment zur Aufklarung des Einflusses von ROS in infizierten
DCs. C. burnetii (MOl 10)-infizierte JAWS II-DCs wurden unter Zugabe verschiedener Stimuli (IFN-o [100 U/ml],
Hypoxanthin [HX, 250 pM]/Xanthinoxidase [XOD, 20 nM] Superoxid-Produktion, 7 hpi) und eines NOX2-Inhibitors
(Apocynin, 300 uM, 7 hpi) fir 72 h inkubiert. Nicht-infizierte Zellen wurden als Kontrolle mitgefihrt. Fir die densitometrische
Analyse des ROS-Einfluss auf die Coxiellen wurden die Bandenintensitaten von coxHSP60 quantifiziert und auf GAPDH
als Ladekontrolle normalisiert. Gezeigt sind die Ergebnisse aus drei unabhangigen gepoolten Versuchsansatzen
+ Standardabweichung auf Basis dreier verschiedener Expositionen. Fir die Darstellung wurde die infizierte, unbehandelte
Kontrolle auf 1 gesetzt.

Wie die Western-Blot-Analyse in Abbildung 4-13 A zeigt, induziert die IFN-2-Stimulation
infizierter DCs nur eine maRige NOX2 (gp91°P"°)-Expression, mit einer Steigerung der
Signalintensitait um einen Faktor O 2. Die NOX2-Expressionsrate wurde parallel mit der
intrazellularen ROS-Synthese (siehe Material und Methoden, Kapitel 3.3.7) abgeglichen
(Abb. 4-13 B). In der durchgefihrten Durchflusszytometrie zeigte sich im Vergleich zu den
unbehandelten Kontroll-DCs und der ROS-Donor-Kontrolle nur ein geringer Anteil induzierter ROS-
Mengen. Um festzustellen, ob und in welchem Umfang dieser ROS-Anteil Einfluss auf die DC-
Infektion nimmt, wurden entsprechende Stimulations-/Inhibitions-Experimente angeschlossen, bei
denen ein spezifischer Inhibitor fir NOX2 (Apocynin) und ein Superoxid-Produzent (Radikal-Donor,
HX/XOD) zum Einsatz kamen. Die in Abbildung 4-13 C dargestellte Immunblot-Analyse infizierter
DCs zeigt eine ausgepragte Reduktion der Bakterienlast (80%) in Anwesenheit von HX/XOD, die
mittels coxHSP60 bestimmt wurde. Dies weist darauf hin, dass intrazellulare Coxiellen sensitiv
gegenlber Sauerstoff-Radikalen sind. Jedoch konnte der anti-C. burnetii-Effekt von IFN-2 nicht
durch den NOX2-Inhibitor aufgehoben werden, was wiederum nahelegt, dass trotz vorhandener
ROS-Sensitivitat intrazellularer C. burnetii NOX2 eine eher untergeordnete Rolle bei der zellularen
Selbstverteidigung infizierter DCs spielt.

4.5.2 Rolle des iINOS/NO-System s wahrend der C. burnetii -Infektion in DCs

Die zuvor beschriebenen Untersuchungen belegen, dass die Anwesenheit von Radikalen einen
negativen Einfluss auf die zellulare Bakterienlast infizierter Zellen hat. Da jedoch NOX2 offensichtlich
nicht maRgeblich an der Eliminierung der Coxiellen-Infektion von DCs betelligt ist, wurde untersucht,
ob dem IFN-2-induzierbaren iINOS/NO-System eine entsprechende Abwehrfunktion zukommt.
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4.5.2.1 Charakterisierung des iINOS/NO-System s in C. burnetii -infizierten DCs
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Abbildung 4-14: Auswirkungen reaktiver Stickstoffspezies (NO) auf die C. burnetii -Infektion in DCs

(A) Semi-quantitative PCR-Analyse der iNOS-Transkriptmenge nicht-infizierter und C. burnetii (MOI 10)-infizierter
JAWS I1I-DCs in An- und Abwesenheit von IFN-2 (100 U/ml, 7 hpi). Murines GAPDH wurde als Ladekontrolle eingesetzt.
Dargestellt sind die Ergebnisse aus drei unabhangigen Experimenten + Standardabweichung. Gezeigt ist die relative
Signalintensitat, bei der die unbehandelten Kontrollen (nicht-infiziert & infiziert) auf 1 gesetzt wurden. Die statistische
Analyse ist in Kapitel 3.6 beschrieben (*p<0,05 vs. Kontrolle (infiziert ohne Behandlung); ***p<0,001 vs. Kontrolle
(nicht-infiziert ohne Behandlung); n=3). (B) Western-Blot-Analyse der iNOS-Expression wéhrend einer C. burnetii-
Infektion. Nicht-infizierte und C. burnetii (MOI 10)-infizierte JAWS [I-DCs wurden unter Zugabe von IFN-2 (100 U/ml,
12 hai, 7 hpi) oder unbehandelt fir 72 h kultiviert. Fur die densitometrische Analyse wurden die iINOS-Bandenintensitaten
quantifiziert und auf die mitgefuihrte Ladekontrolle (GAPDH) normiert. Dargestellt ist die relative Signalintensitéat aus drei
unabhangigen Experimenten + Standardabweichung, fur die die unbehandelten Kontrollen (nicht-infiziert & infiziert) auf
1 gesetzt wurden. Die statistische Analyse ist in Kapitel 3.6 beschrieben (*p<0,05 vs. Kontrolle (nicht-infiziert + IFN-2);
n=3). (C) zeigt eine iINOS-Expressionskinetik im Rahmen einer Western-Blot-Analyse. Nicht-infizierte und C. burnetii
(MOl 10)-infizierte JAWS 11-DCs wurden unter Zugabe von IFN-2 (100 U/ml, 12 hai, 7 hpi) oder unbehandelt fir 24-72 h
kultiviert. GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet. (D) Messung der Nitritkonzentration im Verlauf einer C. burnetii-
Infektion in DCs mittels Griess-Assay. Nicht-infizierte und Coxiellen (MOI 10)-infizierte JAWS 1I-DCs wurden in An- und
Abwesenheit von IFN-0 (100 U/ml, 7 hpi) 24-72 h inkubiert. Zu den jeweiligen Zeitpunkten wurde der Uberstand
entnommen und im Griess-Assay analysiert. Die statistische Analyse aus drei unabhangigen Experimenten
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+ Standardabweichung wurde entsprechend den Ausfihrungen in Kapitel 3.6 durchgefuhrt (*p<0,05 vs. Kontrolle (nicht-
infiziert + IFN-2, 72 hpi); ***p<0,001 vs. Kontrolle (nicht-infiziert + IFN-2, 48 hpi); **p<0,01 vs. Kontrolle (infiziert ohne
Behandlung, 72 hpi); ***p<0,001 vs. Kontrolle (nicht-infiziert ohne Behandlung, 48 hpi & 72 hpi); ****p<0,0001 vs. Kontrolle
(infiziert ohne Behandlung, 48 hpi); n=3).

Die IFN-o-Induzierbarkeit von iNOS wurde mittels semi-quantitativer PCR auf Transkriptebene
untersucht (Abb. 4-14 A). Dabei zeigte sich, dass nicht-infizierte und C. burnetii-infizierte DCs ein
basales INOS-Transkriptionsniveau besitzen, welches in Anwesenheit von IFN-2 um einen Faktor
O 2 induziert wird. Mittels zusatzlicher Western-Blot-Analyse (Abb. 4-14 B) ergab sich, dass die
iINOS-Signalintensitat nach [FN-o-Stimulation in infizierten DCs deutlich ausgepragter war
(Faktor 80-90) als in nicht-infizierten DCs (Faktor 50-60). In Anwesenheit von IFN-2 zeigte sich
entsprechend den vorangegangenen Experimenten (Abb. 4-10) und reziprok zur iNOS-Induktion
eine Abnahme der Bakterienlast infizierter DCs. Hier ist anzumerken, dass die IFN-2-Zugabe vor
oder nach der Infektion (12 hai/7 hpi) zu einer vergleichbaren iINOS-Induktion flhrte. Eine weitere
Western-Blot-Analyse, in der die iINOS-Expressionskinetik analysiert wurde, ergab, dass die
Proteinmenge von iNOS in IFN-2-behandelten DCs in Abhéngigkeit der Induktionszeit zunahm und
bereits in der fruihen Phase durch eine starkere Auspragung bei infizierten DCs charakterisiert war.
Dies korrelierte mit der gemessenen NO-Ausschittung im Zellkulturiberstand von DCs, die mittels
Griess-Assay (siehe Material und Methoden, Kapitel 3.4.6) bestimmt wurde (Abb. 4-14 D).
Die Resultate der Untersuchungen belegen, dass durch IFN-0 das iNOS/NO-System in den
untersuchten DCs stark induziert wird. Der Unterschied der iNOS-Induktion nicht-infizierter und
infizierter DCs deutet auf einen zusatzlichen Einfluss eines weiteren Faktors hin und wurde
nachfolgend naher analysiert.
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Abbildung 4-15: Effekt von IFN-2 und LPS auf die iNOS-Induktion in nicht -infizierten und infizierten DCs

(A) zeigt die Western-Blot-Analyse nicht-infizierter und C. burnetii (MOI 10)-infizierter JAWS 1I-DCs in An- und Abwesenheit
von LPS (10 pg/ml, 7 hpi) und IFN-2 (100 U/ml, 7 hpi). FUr die densitometrische Analyse wurden die iNOS-
Bandenintensitaten quantifiziert und auf die mitgefuhrte Ladekontrolle GAPDH normiert. Gezeigt sind die Resultate aus
drei unabhéangigen Experimenten + Standardabweichung. Fir die Darstellung der relativen Signalintensitat wurden die
unbehandelten Kontrollen (nicht-infiziert & infiziert) auf 1 gesetzt. Die statistische Analyse ist in Kapitel 3.6 beschrieben
(n.s.: nicht signifikant vs. Kontrolle (nicht-infiziert + LPS); **p<0,01 vs. Kontrolle (nicht-infiziert/infiziert ohne Behandlung);
**p<0,01 vs. Kontrolle (nicht-infiziert + IFN-2) ****p<0,0001 vs. Kontrolle (nicht-infiziert/infiziert ohne Behandlung); n=3).
(B) Untersuchung der ER-Stress-Induktion infizierter DCs. Coxiellen (MOI 10)-infizierte und nicht-infizierte JAWS 11-DCs
wurden in An- oder Abwesenheit von IFN-2 (100 U/ml, 7 hpi) fur 72 h kultiviert. Nach Abschluss der Kultivierung wurden
die DCs lysiert und die jeweiligen Lysate mittels Western-Blot analysiert. Die Immunanfarbung mit einem BiP (GRP78)-
spezifischen Antikorper diente zum Nachweis einer ER-Stress-Induktion der untersuchten DC-Kulturen. Die GAPDH-
Anféarbung fungierte als Ladekontrolle der eingesetzten Zelllysate.

Fur iINOS ist gezeigt, dass es durch IFN-o0 aber auch Endotoxine %239 und ausgeldsten ER-
Zellstress 3943% induziert wird. ER-Zell-Stress entsteht ebenfalls durch Bakterieninfektionen 3%,
Mittels Western-Blot (Abb. 4-15) wurde daher die iNOS-Induktion in nicht-infizierten und Ph II-
Coxiellen-infizierten DCs in Anwesenheit von Endotoxien (LPS) oder IFN-2 analysiert. Hierbei zeigte
sich unter Endotoxin-Zugabe eine vermehrte iNOS-Expression, die im Falle nicht-infizierter DCs bei
O 50% der IFN-o-vermittelten iNOS-Induktion lag, sich bei infizierten DCs (im Gegensatz zur
Interferon-Situation) jedoch nicht weiter steigerte. Die C. burnetii-Infektion von DCs kann iNOS also
nicht allein stimulieren und hat auch keinen positiven Einfluss auf die LPS-induzierte iNOS-
Expression. Letzteres konnte nur fur die IFN-2-vermittelte iINOS-Induktion beobachtet werden
( B0% Anstieg) (Abb. 4-15). Somit lasst sich die zusétzliche Steigerung des iINOS-Effekts bei
Interferon und Infektion offensichtlich nicht auf pathogene Komponenten, sondern eher auf
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kombinierten ER-Zellstress der Wirtszelle 3% zurtickfuihren, wie er ausgepragt fur IFN-o-Behandlung
399 und schwacher fur Coxiellen-Infektionen “%° bereits beschrieben wurde. Hierfiir spricht letztlich
auch die detektierbare Induktion des wichtigen ER-Stressmarkers BiP (GRP78) in nicht-infizierten
(Faktor 1,5) und infizierten DCs (Faktor 3,0) in Anwesenheit von IFN-0 (Abb. 4-15 B).
Zusammenfassend lasst sich daraus folgern, dass der durch IFN-2 induzierte ER-Zellstress durch
Infektion in einer Gré3enordnung verstarkt wird, die derjenigen der zusatzlichen iINOS-Induktion in
dieser Situation entspricht.
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Abbildung 4-16: Signalvermittiung des iINOS-Effektes in C. burnetii -infizierten DCs

Western-Blot-Analyse zur Identifizierung des relevanten Signalweges zur Vermittlung des iNOS-Effektes in infizierten DCs.
JAWS II-DCs wurden fur 2 h mit Inhibitoren verschiedener Kinase-Signalwege (ERK1/2 [U0126, 50 uM], p38 [SB202490,
10 uM], NF-aB [CAPE, 5 pM]) inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen mit C. burnetii (MOI 10) infiziert, 12 hpi mit IFN-2
(100 U/ml) behandelt und bis 72 hpi inkubiert. Als Kontrollen wurden unbehandelte, nicht-infizierte Zellen mitgefiihrt.
Fur die densitometrische Analyse wurden die Bandenintensitaten von iNOS quantifiziert und auf die mitgefuhrte
Ladekontrolle GAPDH normiert. Gezeigt sind drei unabhangige Experimente + Standardabweichung. Dargestellt ist die
relative INOS-Signalintensitat, fir die die infizierte, unbehandelte Kontrolle auf 1 gesetzt wurde. Die statistische Analyse
folgt der Beschreibung in Kapitel 3.6 (*p<0,05 vs. Kontrolle (infiziert + IFN-2); **p<0,01 vs. Kontrolle (infiziert + IFN-2); n=3).

Auf Grundlage der gefundenen IFN-o-vermittelten iINOS-Induktion infizierter DCs wurden
nachfolgend die beteiligten zellularen Signalwege analysiert. Es wird angenommen, dass die iNOS-
Expression vor allem durch NF-a B1404 n38 405496 ynd ERK1/2 4%¢407 kontrolliert wird. Die Western-
Blot-Analyse in Abbildung 4-16, in der die verschiedenen Signalwege infizierter DCs
pharmakologisch blockiert wurden, belegt, dass die Inhibition von ERK1/2 und p38 zu einer partiellen
Reduktion der iNOS-Expression in den DCs fuhrt (ERK1/2 60-70%; p38 50%). Wird hingegen der
NF-o BWNeg blockiert, sinkt iINOS vollstandig auf das Expressionsniveau unbehandelter Kontroll-DCs
ab. Entsprechend dem angenommenen kooperierenden Induktionseffekt (Abb. 4-15) lasst dieses
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Ergebnis vermuten, dass pradominant NF-a Bund zu einem gewissen Anteil auch ERK1/2 und p38
an der iNOS-Induktion infizierter DCs beteiligt sind.

Die iINOS-vermittelte NO-Produktion spielt eine essenzielle Rolle bei der Pathogeneliminierung
408 Jedoch sind die Wirtszellen auch mit den von ihnen produzierten Radikalen selbst konfrontiert.
Somit ist fur das Zelltberleben eine strikte Kontrolle von iNOS/NO entscheidend 4. Im Kontext der
INOS-Regulation wird insbesondere dem mTOR-Proteinkomplex eine wichtige funktionale Rolle
zugeschrieben #1%411, In nachfolgenden Untersuchungen wurde daher die mdgliche Beteiligung von
MTOR an der induzierten INOS-Expression C. burnetii-infizierter DCs untersucht.
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Abbildung 4-17: Stabilitdit und Abbau von iINOS wahrend der C. burnetii -Infektion in DCs

(A) zeigt die Western-Blot-Analyse der iNOS-Regulation ber mTOR. Nicht-infizierte und C. burnetii (MOI 10)-infizierte
JAWS [I-DCs wurden fir 2 h mit dem mTOR-Inhibitor Rapamycin (500 nM) inkubiert. Folgend wurden die Zellen mit
C. burnetii (MOI 10) infiziert, 12 hpi mit IFN-0 (100 U/ml) behandelt und bis 48 hpi inkubiert. Als Kontrollen wurden
unbehandelte Zellen mitgefuhrt. Fur die densitometrische Analyse wurden die Bandenintensitaten von iNOS quantifiziert
und auf die Ladekontrolle GAPDH normalisiert. Gezeigt sind drei unabhangige Experimente + Standardabweichung.
Dargestellt ist die relative INOS-Signalintensitét, fur die die unbehandelten Kontrollen (nicht-infiziert & infiziert) auf 1 gesetzt
wurden. Die statistische Analyse folgt der Beschreibung in Kapitel 3.6 (*p<0,05 vs. Kontrolle (nicht-infiziert + IFN-2);
**p<0,01 vs. Kontrolle (infiziert +IFN-0); n=3). (B) Western-Blot-Untersuchung zur Analyse der iNOS-Stabilitat.
Nicht-infizierte und Coxiellen (MOI 10)-infizierte JAWS II-DCs wurden in Anwesenheit von IFN-2 (100 U/ml, 7 hpi) fur
24 h kultiviert. Es folgte die Blockierung der iNOS-Neusynthese unter Zugabe von Cycloheximid (CHX, 90 pg/ml).
Die Probenaufbereitung erfolgte 0-6 h nach CHX-Zugabe. Fir die densitometrische Auswertung wurden die iINOS-
Bandenintensitaten quantifiziert und auf die mitgefiihrte Ladekontrolle (GAPDH) normiert. Die Darstellung zeigt die relative
Signalintensitat aus drei unabhangigen Experimenten + Standardabweichung, bei der die Ausgangswerte (nicht-infiziert &
infiziert, 0 h CHX) auf 1 gesetzt wurden. Der threshold wurde auf 0,5 gesetzt. Die statistische Analyse ist in Kapitel 3.6
beschrieben (*p<0,05 vs. Kontrolle (nicht-infiziert Oh CHX); **p<0,01 vs. Kontrolle (nicht-infiziert/infiziert Oh CHX);
***n<0,001 vs. Kontrolle (infiziert O0h CHX); n=3).
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Um Einblick in die regulatorische mTOR-Funktion infizierter DCs zu erhalten, wurde ein
Experiment auf Basis des Inhibitors Rapamycin durchgefihrt. Die Western-Blot-Analyse in
Abbildung 4-17 A zeigt in der Prasenz von Rapamycin eine deutliche iNOS-Reduktion (50%).
Dies weist darauf hin, dass die induzierte iINOS-Expression in nicht-infizierten und infizierten DCs
durch aktives mTOR positiv beeinflusst wird. Es ist bekannt, dass die mTOR-Inhibition die zellulare
Autophagie hochreguliert 412, Gber die iINOS in Zellen proteolytisch abgebaut wird 413, Somit kann
vermutet werden, dass die beobachtete Rapamycin-vermittelte iNOS-Reduktion auf einen erhéhten
autophagischen Abbau des Enzyms zurilickzufiihren ist. Da auch Coxiellen modulierenden Einfluss
auf die Autophagie nehmen 4, stellte sich die Frage, ob die iINOS-Stabilitat infizierter DCs
moglicherweise durch die Anwesenheit der Bakterien beeintrachtigt ist. Um dies zu untersuchen,
wurde nach IFN-2-Behandlung die Proteinbiosynthese nicht-infizierter und infizierter DCs durch
Cycloheximid (CHX)-Zugabe blockiert und die jeweilige Proteinstabilitdt von iINOS (ber einen
Zeitraum von 6 h analysiert. Wie die Western-Blot-Analysen in Abbildung 4-17 B zeigen, hat die
Infektion der DCs mit Coxiellen in Anwesenheit von IFN-2 jedoch keinen detektierbaren Einfluss auf
den intrazellularen iINOS-Abbau. Sowonhl fir nicht-infizierte als auch infizierte DCs zeigte sich eine
iINOS-Halbwertszeit von O4 h.

4.5.2.2 INOS/NO-vermittelte Selbstverteidigung C. burnetii -infizierter DCs

In den hier untersuchten DCs konnte mittels IFN-0 eine starke iINOS-Induktion mit
entsprechender NO-Synthese beobachtet werden. Hierauf basierend wurde in nachfolgenden
Studien untersucht, ob und in welchem Umfang dieser Prozess tatsachlich fir die zellulare
Selbstverteidigung Coxiellen-infizierter DCs verantwortlich ist.
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Abbildung 4-18: Antibakterielle Effekte von NO auf C. burnetii

(A) Western-Blot-Analyse des Einflusses von NO auf C. burnetii-infizierte DCs. JAWS II-DCs wurden mit C. burnetii
(MOI 10) infiziert und 7 hpi mit einem NO-Donor (DETA NONOate, 100 uM) behandelt. Als Kontrollen wurden nicht-
infizierte Zellen unter gleichen Versuchsbedingungen mitgefuhrt. Die densitometrische Analyse der coxHSP60-
Bandenintensitaten erfolgte 72 hpi. Die Abbildung zeigt die relativen Signalintensitaten aus drei unabh&ngigen
Experimenten + Standardabweichung, bei der die infizierte, unbehandelte Kontrolle auf 1 gesetzt wurde. Die statistische
Analyse wurde, wie in Kapitel 3.6 beschrieben, durchgefiihrt (**p<0,01 vs. Kontrolle (infiziert ohne Behandlung); n=3).
(B) zeigt eine Western-Blot-Analyse zur Inhibition des NO-Effektes wahrend der C. burnetii-Infektion. Coxiellen
(MQOI 10)-infizierte JAWS 1I-DCs wurden in An- und Abwesenheit von IFN-o (100 U/ml, 7 hpi) fir 72 h kultiviert.
Ergdnzend wurde ein NO-Synthase-Inhibitor (NMMLA, 1 mM) hinzugefugt. Nicht-infizierte JAWS I[I-DCs wurden als
Kontrollen mitgefiihrt. Die densitometrische Analyse basiert auf der Quantifizierung der coxtHSP60-Bandenintensitaten und
der Normalisierung auf die Ladekontrolle (GAPDH). Dargestellt ist die relative Signalintensitéat (aus drei unabh&ngigen
Experimenten + Standardabweichung), bei der die infizierte, unbehandelte Kontrolle auf 1 gesetzt wurde. Die statistische
Auswertung erfolgte wie in Kapitel 3.6 erlautert (***p<0,001 vs. Kontrolle (infiziert + IFN-2); ****p<0,0001 vs. Kontrolle
(infiziert ohne Behandlung); n=3). (C) Durchflusszytometrie der Reinfektiositat von C. burnetii in Anwesenheit eines iNOS-
Inhibitors. C. burnetii (MOI 10)-infizierte JAWS 1I-DCs wurden in An- und Abwesenheit von IFN-2 (100 U/ml, 7 hpi) und
eines spezifischen iINOS-Inhibitors (1400W, 15 pM, 7 hpi) kultiviert. 72 hpi wurden die Bakterien mittels syringe releasing
freigesetzt und auf Reporterzellen (L929-Fibroblasten) gegeben. Nach 72 h wurde die Féhigkeit zur Reinfektion
durchflusszytometrisch tiber die Anfarbung mit dem U-Coxll Antikérper nachgewiesen. Nicht-infizierte sowie C. burnetii
(MOI 10, 72 hpi)-infizierte Reporterzellen wurden als Kontrollen mitgefiihrt. Gezeigt sind die Resultate aus drei
unabhé&ngigen Experimenten + Standardabweichung. Fir die Darstellung des relativen Anteils infizierter Zellen wurden die
reinfizierten, unbehandelten Kontrollen auf 1 gesetzt. Die statistische Aufbereitung erfolgte wie in Kapitel 3.6 beschrieben
(*p<0,05 vs. Kontrolle (reinfiziert + IFN-2); ***p<0,001 vs. Kontrolle (reinfiziert ohne Behandlung); n=3). (D) zeigt einen
immunfluoreszenzmikroskopischen Nachweis von NO (DAF-2 DA, griin) in C. burnetii (tdTomato, MOI 10, rot)-infizierten
DCs in An- (links und rechts, oben) und Abwesenheit (rechts, unten) von IFN-2 (100 U/ml, 7 hpi) nach 72 h. Die DNA
wurde mit DAPI angefarbt (blau). Der weil3-eingerahmte Bildausschnitt zeigt eine VergréRerung der Aufnahme
(rechts, oben).
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Wie die Western-Blot-Analysen in Abbildung 4-18 A und B belegen, fuhrt die Zugabe eines NO-
Donors (DETA NONOate) zu einer auf3erst starken Reduktion der Bakterienlast infizierter DCs
(70-80%) und damit zu einem Phanotyp, der dem IFN-o-stimulierter DCs entspricht (Abb. 4-18 A).
Darlber hinaus bewirkte der Einsatz des NO-Synthase-Blockers NMMLA eine teilweise
Wiederherstellung (von 30-40%) der Bakterienlast IFN-o-behandelter, infizierter DCs (Abb. 4-18 B).
Unter Verwendung eines spezifischen iNOS-Inhibitors (1400W) konnte im Rahmen von
Reinfektionsexperimenten zudem demonstriert werden, dass bei einer iINOS-Blockierung die
Reinfektiositat der aus DCs stammenden Coxiellen wieder vollstandig hergestellt werden konnte
(Abb. 4-18 C). Dass NO tatsachlich auch in raumlicher N&he der Coxiellen synthetisiert wird und
dort einwirken kann, zeigt die Immunfluoreszenz IFN-2-behandelter, infizierter DCs unter
Verwendung des fluoreszierenden NO-Markers (DAF-2 DA, abcam, grin) (Abb. 4-18 D). Hier ist
deutlich zu erkennen, dass nur IFN-o-induziertes NO (grin) mit den intrazellularen Coxiellen (rot)
eine partielle Kolokalisierung (r=0,13) aufweist. In Zusammenfassung zeigen die durchgeflihrten
Untersuchungen, dass NO eine negative Auswirkung auf intrazellulare Coxiellen hat und dies tber
Blockierung von iNOS oder des von ihm produzierten NO nachhaltig gemindert wird.

Die Untersuchungen dieser Arbeit deuten darauf hin, dass IFN-o-induziertes iNOS fir die
zellulare Selbstverteidigung Coxiellen-infizierter DCs eine wichtige Rolle zu spielen scheint.
Obschon auch LPS in der Lage ist, INOS in DCs zu induzieren (Abb. 4-15), bleibt eine entsprechende
Enzyminduktion bei alleiniger Coxiellen-Infektion aus. Es stellte sich somit die Frage, wie dies zu
erklaren ist.
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Abbildung 4-19: TGF-b-vermittelte Subversion von iNOS in C. burnetii -infizierten DCs

(A) Western-Blot-Analyse zur Untersuchung der Auswirkung einer TGF-b-Neutralisierung auf die iINOS-Expression
infizierter DCs. Nicht-infizierte und C. burnetii (MOI 10)-infizierte JAWS 1I-DCs wurden entweder ohne Behandlung oder
unter Zugabe eines neutralisierenden UTGF-b (1,2,3; 1,5 pg/ml)-Antikérpers fiir 72 h kultiviert. Fiir die densitometrische
Analyse wurden die Bandenintensitaten von iNOS und coxHSP60 quantifiziert und auf die mitgefiihrte Ladekontrolle
(GAPDH) normiert. Dargestellt sind die relativen Signalintensitaten, bei denen die unbehandelten Kontrollwerte auf
1 gesetzt wurden. Die statistische Analyse, siehe Kapitel 3.6, wurde auf Basis von drei unabhangigen Experimenten
+ Standardabweichung durchgefiihrt (**p<0,01 vs. Kontrolle (infiziert ohne Behandlung); n=3). (B) zeigt die Messung der
Nitritkonzentration aus Uberstéanden des unter (A) beschriebenen Neutralisierungsexperimentes. Die statistische Analyse
aus drei unabhangigen Experimenten + Standardabweichung wurde entsprechend den Ausflihrungen in Kapitel 3.6
durchgefihrt (***p<0,001 vs. Kontrolle (infiziert ohne Behandlung); n=3).

Vorangegangene Forschungsarbeiten anderer Arbeitsgruppen deuten darauf hin, dass
TGF-b einen negativen Einfluss auf die INOS-Expression hat 415416, so dass nach Coxiellen-Infektion
der DCs neben MHC | méglicherweise auch iNOS supprimiert wird. Zur Uberpriifung dieser
Annahme wurde ein TGF-b-Neutralisierungsexperiment durchgefiihrt. Wie die Immunblot-Analyse
in Abbildung 4-19 A zeigt, tritt erst nach TGF-b-Neutralisierung bei infizierten DCs eine deutliche
iINOS-Induktion auf (Faktor 35). Daraus lasst sich ableiten, dass DCs durch Coxiellen grundsatzlich
aktiviert werden kénnen, die autokrine TGF-b-Sekretion infizierter DCs eine iINOS-Induktion jedoch
verhindert. Wird die iNOS-Suppression durch TGF-b-Neutralisierung aufgehoben, geht dies mit
einer deutlichen Reduktion der Bakterienlast (90%) einher. Somit scheinen infizierte DCs auch
IFN-o-unabhangig zu einer effektiven Coxiellen-Eliminierung fahig zu sein, sobald die TGF-b-
vermittelte Subversion aufgehoben wird. In Ergédnzung dieser Ergebnisse weist ein parallel
durchgefiihrter Griess-Assay in Abbildung 4-19 B bei TGF-b-Neutralisierung eine hohe NO-
Synthese nach, was die Funktionalitat des blockierten INOS/NO-Systems belegt und wiederum die
Bedeutung von NO als wichtigen Faktor bei der Coxiellen-Bekampfung unterstreicht. Im Uberblick
lasst sich festhalten, dass Coxiellen Uber autokrine TGF-b-Ausschittung infizierter DCs
offensichtlich eine doppelte Subversionsstrategie verfolgen, bei der sowohl die iINOS-vermittelte
Eliminierung der Bakterien als auch die zellulare Antigenprasentation unterbunden werden.

4.5.2.3 Charakterisierung von iNOS/NO wéahrend der C. burnetii -Infektion primarer DCs

Um zu untersuchen, ob die fur die Coxiellen-infizierten, immortalisierten JAWS II-DCs
gemachten Beobachtungen auch fiir primare DCs (BMDCs aus C57BL/6 Méausen, O90% Reinheit)
gelten, wurden in nachfolgenden Studien verschiedene Schlisselexperimente zur Beschreibung
einer entsprechenden Coxiellen-Infektion und -Abwehr durchgefihrt.
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Abbildung 4-20: C. burnetii -Infektion in primaren DCs

(A) Immunfluoreszenzmikroskopie-Analyse einer C. burnetii-Infektion in priméren DCs. Primére DCs und JAWS II-DCs
wurden fiir 72 h mit C. burnetii (MOI 10) infiziert. Der Nachweis bakterieller Strukturen erfolgte iiber den U-CoxIl Antikorper
(grin), DNA wurde mit DAPI (blau) angeféarbt. (B) Reprasentative Durchflusszytometrie intrazellularer Coxiellen
(MOI 10, 72 hpi) in primaren DCs nach 72 h. Infizierte DCs und nicht-infizierte Kontrollzellen wurden mit dem U-Coxil-
Antikérper angefarbt. (C) Fur die durchflusszytometrische Quantifizierung der MHC | (H2KP)-Expression in primaren DCs
wurden diese mit einer MOI 10 infiziert, mit IFN-2 (100 U/ml, 7 hpi) behandelt oder unbehandelt belassen. 72 hpi erfolgte
eine Anfarbung mit dem MHC | (H2KP)-Antikérper. Dargestellt ist die MHC | (H-2KP) MFI aus einem Experiment.

Die Immunfluoreszenzmikroskopie in Abbildung 4-20 A zeigt, dass immortalisierte und primére
DCs einen vergleichbaren zellularen Phanotyp der C. burnetii (griin)-Infektion aufweisen. In beiden
Fallen wurden mehrheitlich kleine, im Zytosol verteilte Coxiellen-Strukturen detektiert. Eine
Auspragung grofierer CCVs zeigt sich nicht. Die in Abbildung 4-20 B gezeigte Durchflusszytometrie
weist bei primaren DCs (wie zuvor bei den JAWS [I-DCs) einen hohen Anteil infizierter Zellen auf
(bis zu 75 %). Bei der Analyse der MHC |-Gesamtauspragung wurde festgestellt, dass die Coxiellen-
Infektion in primaren DCs allein keine MHC I-Induktion hervorruft. Wie bereits zuvor bei den
JAWS |I-DCs (Abb. 4-9) konnte auch hier eine deutliche Zunahme des MHC I-Expressionslevels nur
in IFN-o-Anwesenheit gemessen werden (Faktor 3-4; Abb. 4-20 C). Hieraus lasst sich
schlussfolgern, dass immortalisierte und primare DCs vor und nach einer Coxiellen-Infektion ein
vergleichbares zellulares Verhalten besitzen. In den folgenden Experimenten wurde fur priméare DCs
nun der Einfluss des IFN-2 auf die C. burnetii-Infektion im Detail untersucht.
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Abbildung 4-21: INOS-vermittelte Abwehr in C. burnetii -infizierten priméren DCs

(A) Durchflusszytometrie der Reinfektiositdt von C. burnetii nach Kultivierung in primaren DCs. C. burnetii (MOl 10)-
infizierte priméare DCs wurden in An- und Abwesenheit von IFN-2 (100 U/ml, 7 hpi), eines spezifischen iNOS-Inhibitors
(1400W, 15 pM, 7 hpi) und eines NO-Donors (DETA NONOate, 100 pM, 7 hpi) kultiviert. 72 hpi wurden die Bakterien
mittels syringe releasing freigesetzt und auf Reporterzellen (L929-Fibroblasten) gegeben. Nach 72 h wurde die Fahigkeit
zur Reinfektion durchflusszytometrisch tiber die Anfarbung mit dem U-Coxll Antikdrper nachgewiesen. Nicht-infizierte
sowie C. burnetii (MOI 10, 72 hpi)-infizierte Reporterzellen wurden als Kontrollen mitgefiihrt. Gezeigt sind die Resultate
aus einem Experiment. (B) Western-Blot-Analyse der IFN-2-induzierten Immunantwort C. burnetii-infizierter primarer DCs.
Nicht-infizierte und C. burnetii (MOI 10)-infizierte primare DCs wurden in An- oder Abwesenheit von IFN-2 (100 U/ml,
12 hai) for 72 h inkubiert. Fur die densitometrische Analyse wurden die Bandenintensitaten von iNOS, MHC | und
coxHSP60 quantifiziert und auf die mitgeflhrte Ladekontrolle (GAPDH) normiert. Dargestellt sind die Ergebnisse aus
einem Versuchsansatz + Standardabweichung auf Basis dreier unterschiedlicher Expositionen.

Mittels Reinfektionsexperiment (Abb. 4-21 A) liel3 sich zeigen, dass IFN-2 oder NO-Donor bei
primaren DCs eine vergleichbar starke Reduktion der Reinfektion von Reporterzellen bewirkt
(90-95%). Dartiber hinaus ergab sich, dass in Anwesenheit der iINOS-Inhibitors 1400W der IFN-2-
vermittelte negative Effekt auf die Reinfektion nahezu vollstdndig aufgehoben wurde.
Dies untermauert die Annahme, dass iINOS und dem von ihm synthetisierten NO eine wichtige

105



Ergebnisse

Bedeutung fiir die anti-Coxiellen Abwehr infizierter DCs zukommt. In Ubereinstimmung hiermit
belegt die Western-Blot-Analyse in Abbildung 4-21 B, dass die Bakterienlast infizierter primérer DCs
in Anwesenheit des Interferons um O50% reduziert ist. Im gleichen experimentellen Ansatz wurde
zudem fir infizierte primare DCs (wie zuvor fur die JAWS II-DCs, Abb. 4-14) in IFN-2-Anwesenheit
eine Induktion fir MHC | (Faktor 2,5) und iINOS (Faktor 45-50) detektiert.

Abbildung 4-22: NO-abhéngige antibakterielle Effekte auf C. burnetii in infizierten priméaren DCs

(A) Griess-Assay zur Messung der Nitritkonzentration wahrend einer C. burnetii-Infektion in priméren DCs. Nicht-infizierte
und Coxiellen (MOI 10)-infizierte priméare DCs wurden in An- und Abwesenheit von IFN-2 (100 U/ml, 7 hpi) 72 h inkubiert.
Zu den jeweiligen Zeitpunkten wurde der Uberstand entnommen und im Griess-Assay analysiert. Dargestellt ist die relative
Nitritkonzentration aus zwei unabhangigen Experimenten + Standardabweichung, fir die die unbehandelten Kontrollen
(nicht-infiziert & infiziert) auf 1 gesetzt wurden. (B) zeigt den immunfluoreszenzmikroskopischen Nachweis (oben) von NO
(DAF-2 DA, grun) in C. burnetii (tdTomato, MOI 10, rot)-infizierten priméaren DCs unter Zugabe von IFN-2 (100 U/ml,
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