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Den Versuchstieren

Sie bringen das grofte Opfer.
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Zweck dieses Gesetzes ist es, aus der Verantwortung des Menschen fur das Tier
als Mitgeschopf dessen Leben und Wohlbefinden zu schiitzen. Niemand darf einem

Tier ohne verninftigen Grund Schmerzen, Leiden oder Schaden zufligen.”
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1. EINLEITUNG

Salmonellosen des Menschen gehdéren weltweit zu den wichtigsten Zoonosen. In
Europa spielen dabei insbesondere die nicht wirtadaptierten Salmonellen eine
bedeutende Rolle als Ausloser von gastro-intestinalen Erkrankungen des Menschen,
die auch immer wieder zu Todesfallen fuhren. Gefllgelfleisch und Eier sind dabei die

Hauptansteckungsquellen [1].

Es existieren ca. 2500 Salmonellen Serovare, von denen beim Huhn als wirts-
spezifische Serovare lediglich S. gallinarum und S. pullorum von Bedeutung sind, da
sie schwere Erkrankungen in den Gefligelbestanden auslésen und zu erheblichen
okonomischen Einbufien fuhren konnen. In Deutschland wurden Erkrankungen durch
diese Serovare allerdings schon seit vielen Jahren nicht mehr beobachtet. Hihner
koénnen sich jedoch auch mit nicht wirts-spezifischen Serovaren wie S. enteritidis und
S. typhimurium infizieren. Das Huhn zeigt bei diesen Infektionen in der Regel keinerlei
Symptome, fungiert aber uber kontaminierte Lebensmittel als Infektionsquelle fur den
Menschen. Diese zwei genannten nicht wirts-spezifischen Serovare sind die haufigste

Ursache fur Salmonellosen in Deutschland [2].

Das seuchenhafte Auftreten von S. enteritidis nach dem Verzehr von Huhnereiern
und Rohspeisen im Jahre 1992 flUhrte 1994 zum Erlass der Huhner-Salmonellen-
Verordnung (HUhnSalmV). Darin sind neben HygienemalRnahmen auch
Schutzimpfungen gesetzlich festgehalten. Kommerzielle Gefligelbestande muissen
seither regelmafig geimpft werden. Diese Kontrollma3nahmen werden heute in vielen
Landern der Europaischen Union angewandt, was zu einer signifikanten Reduktion
von Salmonellosefallen gefuhrt hat [3]. Interessanterweise ist der Wirkmechanismus
der Impfstoffe bis heute vollig ungeklart. Ebenso unverstanden ist die Reaktion des
Huhnerimmunsystems auf naturliche Salmonelleninfektionen. Vielfach wird davon
ausgegangen, dass die in Mausmodellen identifizierten Abwehrmechanismen auch
fur das Huhn gelten, wobei au3er Acht gelassen wird, dass das Immunsystem der
Voégel erhebliche strukturelle und funktionelle Unterschiede zu dem der Mause
aufweist. Die Weiterentwicklung von praventiven Malinahmen und die Entwicklung
besserer Impfstoffe wirden in erblichem Malie von einem besseren Verstandnis der

immunologischen Reaktion auf eine Salmonelleninfektion beim Huhn profitieren.

Durch die Verfugbarkeit des Huhnergenoms [4] haben sich ganz neue Methoden zur
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Analyse der Immunreaktionen ergeben. Insbesondere die Untersuchung von
Genexpressionsveranderungen in infizierten Zellen und Geweben kann Aufschluss
uber die immunologischen Abwehrvorgange geben. Durch die Verwendung von
sogenannten Microarrays fur die gleichzeitige Quantifizierung der Expressionsmuster
tausender Gene, koénnen heute in vergleichsweise kurzer Zeit umfassende

Informationen zur Reaktion des Immunsystems gewonnen werden.

Ziel dieser Arbeit war es die neuen technischen Mdglichkeiten im Zusammenhang mit
der Salmonelleninfektion beim Huhn zu nutzen und in den gewonnenen Datensatzen
Kandidatengene zu identifizieren, die zukunftig auf ihre funktionelle Bedeutung in der
Kontrolle der Salmonellen untersucht werden konnen. Die Charakterisierung von
Genen, denen eine kritische Rolle in der Abwehr von Salmonelleninfektionen
zukommt, ist auch fur die Tierzucht von grolBem Interesse. Klassische
Tierzuchtexperimente haben gezeigt, dass die Selektion von Salmonella resistenten
und empfanglichen Legehennen grundsatzlich mdglich ist [5]. Marker-Gene der
Resistenz kdonnten der modernen Tierzucht helfen, die Resistenz in den
Legehennenpopulationen zu steigern und damit das Infektionsrisiko fir den

Menschen weiter zu reduzieren.
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2. LITERATURUBERSICHT

2.1. Zoonose-Problematik durch Salmonellen

Die Salmonellose beim Menschen ist weltweit eine der wichtigsten Zoonosen. Diese
bakterielle Erkrankung ist in Deutschland meldepflichtig. Bei meldepflichtigen
Krankheiten handelt es sich um Ubertragbare Infektionen, die nach deutschem Recht
nach Erregernachweis, Infektionsverdacht, Erkrankung oder Tod eines Menschen an
das Gesundheitsamt gemeldet werden mussen. Dies ist im Gesetz zur Verhutung und
Bekampfung von Infektionskrankheiten beim Menschen, dem sogenannten
Infektionsschutzgesetz (IfSG), festgelegt. Salmonellosen stellen in den Landern der
Europaischen Union (EU) und in Deutschland nach Infektionen mit Campylobacter die
zweithaufigste durch Lebensmittel Ubertragene bakterielle Erkrankung dar [1].
Allerdings sind die Zahlen der Salmonellosen beim Menschen deutlich racklaufig [3],
was Praventionsmalnahmen in Form von Impfungen von Hihnern und
Hygienekontrollen zuzuschreiben ist. Darauf wird unter Punkt 2.2.2 noch ausfuhrlicher

eingegangen.

Die oral aufgenommenen Salmonellen verursachen beim Menschen eine lokale
Infektion des Dunndarms und des oberen Dickdarms. Nach Eindringen in die
Darmschleimhaut schadigen sie diese durch Freisetzung von Toxinen. Die
durchschnittliche Inkubationszeit betragt zwischen 12 und 72 Stunden. Daraufhin
zeigt der Mensch Erbrechen und wassrigen Durchfall. Die Schwere der Symptomatik
hangt dabei weniger vom Erreger ab, als vielmehr von der Dosis, der korperlichen
Konstitution und dem Alter der betroffenen Person. Somit ist der Krankheitsverlauf bei
alten Menschen, Sauglingen und immundefizienten Menschen sehr Vviel
schwerwiegender. Bei diesem genannten Personenkreis kann die Infektion von
schweren Komplikationen wie Sepsis, Meningitis oder einer Osteomyelitis begleitet
sein und sogar zum Tode fuhren. In der Regel jedoch ist die Erkrankung

selbstlimitierend und nach etwa ein bis vier Tagen wieder abgeklungen.

2.1.1. Infektionsquellen

Der Mensch infiziert sich mit Salmonellen vor allem durch den Verzehr von
kontaminierten Lebensmitteln. Hierflr gibt es diverse Infektionsquellen, wozu unter

anderem Schokolade [6], Rind- und Schweinefleisch [7], Gemlse wie Tomaten [8]
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und Rukola [9], Basilikum [10], Abwasser [11], Fruchtsafte [12], Rohmilchprodukte
[13] sowie Milchpulver [14] zahlen. Die haufigste Ursache fur Salmonellosen beim
Menschen sind allerdings vom Geflugel stammende Lebensmittel wie Eier, Eiprodukte
und Hahnerfleisch [1]. Wenn nur Fleisch als mdgliche Ursache miteinander verglichen
wird, so werden bei Rind-, Schweine- und Rotfleisch deutlich weniger Salmonellen
nachgewiesen als beim Geflugel und zudem wird bei Rind- und Schweinefleisch

haufiger S. typhimurium und weniger S. enteritidis rlckisoliert [15].

2.2, Salmonelleninfektion beim Geflugel

Bei Salmonellen sind die Wirtsspektren und die Serovare sehr breit gefachert. Wenn
uber Salmonelleninfektion gesprochen wird, spielt es eine bedeutende Rolle, um
welche Spezies und welches Serovar es sich handelt. AuRerdem ist die Tatsache,
dass Huhner bei einer Infektion mit Salmonellen Serovaren, die fur den Menschen
von Bedeutung sind, meist klinisch inapparent bleiben, problematisch. Infizierte Tiere
fallen in der Regel nicht auf, wodurch die Gefahr besteht, dass Salmonellen

unbemerkt in die Lebensmittelkette gelangen.

2.21. Wirtspektren und Serovare

Salmonellen gehéren zu der Familie der Enterobakterien. Es handelt sich um
gramnegative, peritrich begeilielte Stabchen, von 0,7 - 1,5 x 2,0 - 5,0 ym GroRe. Sie
sind vorwiegend aktiv beweglich, fakultativ anaerob und besitzen die Fahigkeit zum
intrazelluldaren Uberleben. lhr Auftreten ist bei vielen Vogelarten, Kriechtieren und

Saugetieren inklusive des Menschen beschrieben.

Laut gultiger Taxonomie werden Bakterien der Gattung Salmonella in zwei Spezies
(Salmonella enterica und Salmonella bongori) sowie sechs Subspezies (nur
Salmonella enterica) untergliedert. Beide Spezies koénnen fur Mensch und Tier
pathogen sein. Die fur den Menschen bedeutsamen Salmonellen befinden sich im

Subgenus | (Salmonella enterica ssp. enterica).

Es gibt ca. 2 500 Salmonellen Serovare, die im Kauffmann-White-Schema eingeteilt
werden. Dieses Schema beruht auf unterschiedlichen Antigenmustern. Von
besonderer Bedeutung sind dabei die O- und H-Antigene. Die O-Antigene sind
Bestandteil der Lipopolysaccharide (LPS) der Zellwand und die H-Antigene

Bestandteil der Proteinbausteine der Flagellen, mit denen sich die Salmonellen
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fortbewegen kénnen. Daher stellt dieses Schema eine diagnostische Antigentabelle
aller gegenwartig bekannten Salmonellen Serovare dar und ist die Grundlage der
modernen Diagnostik. Die in der vorliegenden Arbeit ausgefuhrten Untersuchungen
erfolgten mit einem Isolat von Salmonella enterica ssp. enterica Serovar Enteritidis,

welches im Folgenden nur noch mit der kurzen Version S. enteritidis bezeichnet.

Obwohl von den insgesamt ca. 2 500 Serovaren fast alle in der Lage sind auch den
Menschen zu infizieren, besitzen nur einige wenige eine Bedeutung als Ursache von
humanen Magen-Darm-Infektionen. Hierbei sind vor allem S. enteritidis und S.
typhimurium zu nennen. Salmonellen-Serovare konnen in wirtsadaptierte (z.B. S.
typhi beim Menschen, S. gallinarum beim Gefligel, S. dublin beim Rind, S.
cholerasuis beim Schwein) und nicht wirts-adaptierte (z.B. S. enteritidis, S.

typhimurium, S. infantis, S. hadar) unterteilt werden.

2.2.2. Aktuelle Lage

Die Salmonellose beim Menschen ist nach §7 des Infektionsschutzgesetzes (IfSG)
eine meldepflichtige Erkrankung. Im Jahre 2008 wurden in den Landern der
Europaischen Union (EU) 131 468 Falle gemeldet. In Deutschland wurden im Jahre
2008 insgesamt 42 921 und im Jahre 2009 nur noch 31 397 Félle gemeldet. Die
Anzahl der gemeldeten Falle war auch in den Jahren zuvor stetig ricklaufig und ist
gegenwartig nach Infektionen mit Campylobacter die zweithaufigste bakterielle
Erkrankung des Menschen [3]. S. enteritidis gehdrt mit 62,5 % zu den am haufigsten
humane Erkrankungen verursachenden Serovaren, gefolgt von S. typhimurium mit
12,9 %. Andere Serovare sind mit lediglich weniger als 2 % fur Erkrankungen beim

Menschen verantwortlich und spielen daher eine untergeordnete Rolle [2].

Zur Ermittlung der aktuellen Epidemiologie im Huhn wurde im Jahre 2008 von der
EFSA (engl.: European Food Safety Authority) zum sechsten Mal eine EU-weite
Grundlagenstudie durchgefuhrt und im Juni 2010 veroffentlicht. An dieser Studie
nahmen alle Mitglieder der EU sowie Norwegen und die Schweiz teil. Sie bezog sich
auf Masthahnchen, die Auswahl der untersuchten Schlachthauser in jedem
Mitgliedstaat unterlag dem Zufallsprinzip. Hiermit wurden zum ersten Mal die
Lebensmittel bei einer solchen Studie direkt untersucht. Es wurden insgesamt 10 132
Masthahnchen-Schlachtchargen aus 561 Schlachthdusern in die Erhebung
einbezogen. Bei jeder positiven Salmonellen-Probe wurde mindestens ein Isolat

serotypisiert. Die vier am haufigsten isolierten Salmonellen-Serovare auf
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Hahnchenschlachtkérpern in der Reihenfolge der abnehmenden Haufigkeit waren S.
infantis (29,2 % der Salmonella-positiven Hahnchenschlachtkorper-Proben), S.
enteritidis (13,6 %), S. kentucky (6,2 %) und S. typhimurium (4,4 %). Wahrend die
Serovare S. enteritidis und S. typhimurium haufig fir menschliche Salmonellose-Falle
verantwortlich sind, machen S. infantis und S. kentucky allgemein einen deutlich

geringeren Teil der Infektionen des Menschen aus [3].

2.2.3. Impfung als PraventionsmaBnahme

In der Bundesrepublik Deutschland werden prophylaktische Verfahren zur Kontrolle
der Infektionen unter anderem in Form von Impfungen der Gefligelbestande
durchgefuhrt. Die Handhabung und Pflichten in diesem Kontext sind in der Huhner-
Salmonellen-Verordnung (HuhnSalmV) definiert. Somit sind Zuchtbetriebe mit mehr
als 250 Huhnern, Aufzuchtbetriecbe mit mehr als 350 Junghennen,
Legehennenbetriebe mit mehr als 350 Tieren, Masthahnchenbetriebe mit mehr als
5 000 Huhnern und Britereien, in denen erwerbsmaRig Eintagskiken schlipfen (§1
der HuhnSalmV) zur Impfung gegen S. enteritidis verpflichtet. Wenn die Betriebe
kleiner sind als besagte, kann die Impfung gegen S. enteritidis dennoch angeordnet
werden (§3 der HihnSalmV). Die Impfung gegen S. typhimurium ist generell nicht
verpflichtend, sondern erfolgt nach amtlicher Anordnung (§13 der HihnSalmV). Diese
Angaben beziehen sich auf die Version der Verordnung, die am 06. April 2009 vom

Bundesrat verabschiedet worden ist.

Kommerziell stehen unterschiedlich hergestellte Lebend- und Totimpfstoffe zur
Verfugung [16]. Die Effektivitat dieser Vakzinierungsprogramme ist jedoch
unterschiedlich und noch nicht zufriedenstellend. Fur eine Weiterentwicklung und
Verbesserung von Impfstoffen ist das Verstehen der angeborenen Immunantwort der
Huhner unabdingbar. Salmonellen sind fakultativ intrazellular Gberlebensfahig [17];
daher scheint der zellvermittelten Immunantwort bei der Abwehr im Wirt eine groRRere

Bedeutung als der humoralen Immunantwort zuzukommen.

2.2.4. Klinik

Beim Geflugel reagieren Kiken am empfindlichsten auf eine Salmonelleninfektion,
Eintagskuken sterben oft daran. Je nach Infektionsdosis treten nach drei bis funf
Tagen Inkubationszeit Mattigkeit, Fieber, gestraubtes Gefieder, Hangenlassen der

FlGgel, verminderter Appetit, Durstgefuhl und Durchfall auf. Vereinzelt kommen
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Konjunktivitis, Keratitis mit Blindheit, nervdse Symptome, erschwerte Atmung und
Arthritis  hinzu. Die Infektion kann chronisch verlaufen und zur dauerhaften
Ausscheidung von Keimen fiihren. Altere Tiere erkranken selten und sind klinisch
inapparent. Das heil3t, die Infektion bleibt meist latent, ist aber in der Regel mit einer

langer anhaltenden Keimausscheidung verbunden.

2.2.5. Infektionswege

Huhner koénnen sich sowohl horizontal als auch vertikal infizieren. Bei einer
horizontalen Ansteckung wird der Erreger von Wirt zu Wirt der gleichen Generation
und bei einer vertikalen Ansteckung wird der Erreger von einem Wirt auf seine

Nachkommen ubertragen.

Horizontale Ansteckung

Mehrere Wege der horizontalen Infektion wurden beim Wirtschaftsgefligel

beschrieben.

Bruter: Eine Moglichkeit der Infektion ist die Ansteckung bereits wahrend des
Brutvorgangs. Diese Erkenntnis wurde durch Versuche, bei denen infizierte und nicht
infizierte Eier zusammen bebritet worden sind, gewonnen. Bei 8 % der Embryonen
und 55 % der Eintagskiken, die von den ursprunglich nicht infizierten Eiern
stammten, konnten Salmonellen nachgewiesen werden. Des Weiteren wurde in
diesen Experimenten auch gezeigt, dass die Schlupfrate durch eine

Salmonellenkontamination nur geringgradig beeinflusst wird [18].

Einstreu / Umwelt: Ebenso stellt die Einstreu eine Infektionsgefahr dar. Eine

Persistenz von S. pullorum, S. gallinarum, S. infantis und S. typhimurium wurde
bereits gezeigt [19]. Die Persistenz von Salmonellen in der Umwelt hangt sehr stark
von den Umgebungsbedingungen und dem Serovar ab. So konnte beispielsweise S.
enteritidis noch nach 26 Wochen in Einstreu und getrocknetem Kot nachgewiesen
werden [20].

Trinkwasser: Kontaminiertes Trinkwasser ist ein Risiko fur Huhner, um sich mit
Salmonellen zu infizieren [21]. Verunreinigungen des Wassers konnen durch
Kotabsatz oder das Hineintreten in das Trinkwasser verursacht werden. Demnach
treten bei Verwendung von Nippeltranken deutlich seltener Infektionen auf als bei

offenen Wasserbehalter [22].
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Futter: Es wurde gezeigt, dass das Futter ein geringeres Infektionsrisiko als Wasser,
Staub, Einstreu bzw. Umweltfaktoren ist. So waren in Broilerbestanden 13,4 % der

Futterproben, jedoch 47,4 % der Einstreuproben Salmonellen positiv [21].

Vektortiere: Auf dem Gelande von Hihnerbetrieben wurde Mause-, Ratten-, Katzen-,
Hunde-, Dachs- und Fuchskot untersucht. Es zeigte sich, dass diese Tiere durchaus
Vektortiere sein kdnnen. Das heil’t, dass sie die Bakterien in der Regel Uber die
Ausscheidung von salmonellenhaltigem Kot Ubertragen und sie somit in

Huhnerbetriebe einbringen kdnnen [20].

Stress: Ein gangiges Verfahren Legehennen in eine zweite Legeperiode zu leiten, ist
das Induzieren einer Mauser. Dies wird durch temporaren Futter- und Wasserentzug
sowie durch Anderung des Lichtprogramms erreicht. In einer Studie wurde bei einer
Gruppe von Tieren auf diese Weise die Mauser eingeleitet und eine Kontrollgruppe
wurde weiterhin unter gewohnten Bedingungen gehalten. Beide Gruppen wurden oral
mit Salmonellen infiziert und der Kot der Tiere wurde auf Salmonellenausscheidung
untersucht. Es zeigte sich, dass die Huhner in Mauser eine deutlich hohere
Salmonellenausscheidung aufwiesen als die Huhner, die nicht dem Stress des
Mauser-Management unterlagen [23]. Auch andere Stressfaktoren wie das
gemeinsame Einstallen mit neuen Jungtieren flhrte zu einer erhohten

Salmonellenausscheidung [24].

Haltung: Es gibt Korrelationen zwischen der Haltungsform und der Haufigkeit von
Salmonelleninfektionen bei Huhnern. Legehennen in Kafighaltung sind mit Abstand
weniger oft infiziert als Tiere in einer anderen Haltungsform (1,7 %). Huhner, die in
Bodenhaltung (14 bis 42 %) in geschlossenen Stallen gehalten werden, variieren in
der Anzahl der Infektionen sehr. Tiere in Freilandhaltung (50 %) zeigen allerdings das
haufigste Auftreten von Salmonellen positiven Tieren im Vergleich zu den anderen

aufgefuhrten Haltungsformen [25, 26].

Kontamination durch die Eischale: Salmonellen haben die Fahigkeit die Schale von

Eiern zu penetrieren. Da diese Bakterien eine sehr gute Persistenz in der Umwelt
besitzen und somit die Gefahr einer Infektion Uber die Eischale besteht, kommt
diesem Lebensmittel eine wichtige Rolle fur die Ansteckung des Menschen zu [27,
28]. Diese Tatsache unterstreicht die Unterschiede der Infektionshaufigkeiten
innerhalb der verschiedenen Haltungsformen. Wahrend die Eier, die in Boden- oder

Freilandhaltung gelegt werden, durchaus mit Kot in Kontakt kommen, unterbleibt dies
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bei Kafighaltung.

Im Ei wurden bereits verschiedene Molekule identifiziert, die bakteriostatisch wirken
und damit zum Schutz gegen Bakterieninfektionen, dienen. An dieser Stelle sind z.B.
Lysozym C [29], Ovotransferrin [30] oder auch Ovocalyxin-36 [31] zu nennen. Trotz
der physikalischen und der genannten chemischen Barrieren im Ei scheinen diese
keine grolde Hurde flir Salmonellen darzustellen [32, 33]. Diese Eigenschaft bezieht
sich allerdings nicht nur auf Salmonellen, sondern weitergefasst auf gramnegative,
motile und nicht clusternde Bakterien. So wurde gezeigt, dass beispielsweise
Pseudomonaden oder Alcaligenes-Baktieren ebenfalls die Fahigkeit besitzen die
Schutzmechanismen im Ei zu Uberwinden. Des Weiteren ist diese Fahigkeit innerhalb
der einzelnen Salmonellen Serovare auch unterschiedlich. Es wurde demonstriert,
dass S. enteritidis besser mit den bakteriostatischen Molekulen im Ei zurecht kommt,

als S. typhimurium und S. hadar [2].

Vertikale Ansteckung

Ein Ei kann wahrend seiner gesamten Entwicklung und daher in jedem Abschnitt des
weiblichen Geschlechtstraktes der Henne (Ovarien, Infundibulum, Magnum, Isthmus,
Uterus und Vagina) infiziert werden. Es wird postuliert, dass die Ansteckung vor dem
Legen haufiger stattfindet als durch Penetration durch die Eischale nach der Eiablage.
Ferner wurde gezeigt, dass S. enteritidis die Fahigkeit besitzt, im Geschlechtstrakt der
Henne zu persistieren und sich der angeborenen und adaptierten Immunantwort des
Wirtes zu entziehen [34, 35]. Die Frage, in welchem Abschnitt des Geschlechtstraktes
sich die Bakterien zurlickziehen, ist bisher noch unbeantwortet. Das Infundibulum ist
daflr zustandig die ovulierten Follikel aufzunehmen, im Magnum wird das Eiweil}
produziert, im Isthmus werden die Eihaute und im Uterus die Eischale gebildet und
die Vagina dient der Positionierung des Eies zur Eiablage. Mehrer Arbeiten zeigen,
dass das Eiweild am haufigsten von einer Salmonelleninfektion betroffen ist, was fur

ein Persistieren im Magnum sprechen wurde [2].

2.2.6. Wirts-Pathogen-Interaktion

Wenn die Salmonellen die Magensaure [36], die Darmperistaltik [37] und die
mikrobielle Flora des Intestinaltrakts [38] Uberlebten, kolonisieren sie weite Teile des
Intestinaltrakts. Hauptziel der Bakterien sind allerdings die Blinddarme, welche die

wichtigste Eintrittspforte fur sie darstellen. Der Verlauf des Krankheitsbildes hangt
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sehr stark vom Serovar, der Dosis und der Spezies ab.

Infektion des Huhnes

Huhner, die sich mit wirts-spezifischen Salmonellen wie S. pullorum oder S.
gallinarum infizieren, zeigen einen sehr viel schwerwiegenderen Krankheitsverlauf als
mit nicht wirts-spezifischen Salmonellen infizierte Tiere. S. pullorum und S. gallinarum
Infektionen gehen mit einer hohen Mortalitat einher. Die betroffenen Tiere zeigen
nach ca. 24 Stunden starken Durchfall, sie werden apathisch, aber nicht somnolent.
Sobald die Diarrhoe auftritt, fihrt die Infektion in der Regel innerhalb von wenigen
Stunden zum Tode. Pathologisch sind Leber und Milz stark vergroRert, der Darm ist

mit Blut Uberzogen und der Inhalt besteht aus gelblich flissigem Kot.

Die hier vorgestellte Arbeit bezieht sich allerdings auf die Infektion mit nicht wirts-
adaptierten Salmonellen Serovaren (S. enteritidis, S. typhimurium), die eine Rolle fur
den Menschen im Sinne einer Zoonose spielt. Der Krankheitsverlauf bei diesen
Serovaren ist sehr stark vom Alter der Hihner abhangig. Kiken sind im Vergleich zu
adulten Tieren sehr viel anfalliger gegenuber einer Infektion. Experimentell wurden
Huhner im Alter von 2 Tagen und 1, 2, 4 und 8 Wochen oral mit unterschiedlichen
Dosen (102, 10%, 10°, 108, 10'°) S. typhimurium infiziert. In dieser Studie wurde eine
Korrelation zwischen Alter und Bakterienausscheidung gezeigt. Die 2-Tages-Kuken
zeigten ab  einer Infektionsdosis  von 10* eine  hundertprozentige
Salmonellenausscheidung. Die 8 Wochen alte Tiere nur noch zu 25%. Zu
Todesfallen kam es nur in der Gruppe der 2-Tages-Kuken [39]. Bei einer Infektion mit
nicht wirts-spezifischen Serovaren zeigen adulte Huhner in der Regel keine klinischen
Symptome. Es wurde jedoch demonstriert, dass eine Infektion mit S. enteritidis
Einfluss auf die Eiproduktion hat. Hihner wurden jeweils im Alter von 62 und 37
Wochen oral mit 10° S. enteritidis infiziert. In der Gruppe mit den alteren Tiere zeigte
sich deutlich mehr intestinale Bakterienkolonisation, einen Riickgang der Eiproduktion

und vermehrte Kontamination der Eischale und des Eiweil3 [40].

Pathologisch  verursachen nicht wirts-adaptierte Salmonellen beim jungen
Huhnerkiken neben katarrhalischen und hamorrhagischen Darmentzindungen mit
gelblichem, kasigem Inhalt in den Blinddarmen, vor allem Nekrosen in Myokard,
Leber, Milz und Nieren, eventuell auch in der Muskulatur, im Magen und den Lungen.
Der Dottersack wird in der Regel zeitlich verzogert absorbiert. Beim erwachsenen

Huhn sind die pathologischen Symptome schwach bzw. in der Regel gar nicht
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ausgepragt, was mit dem klinischen Bild und der Latenz der Krankheit korreliert [41].

Invasion der Salmonellen

Um eine Gastroenteritis auszuldsen, mussen die Salmonellen das distale llleum und
die Caeca erreichen, um dort durch das mukosale Epithel zu invadieren. Um Erreger
zu eliminieren, gibt es im Intestinaltrakt spezialisiertes lymphoides Gewebe, welches
mit dem Begriff gut-associated lymphoid tissue (Darm-assoziiertes lymphatisches
Gewebe, GALT) zusammengefasst wird. Ein besonderes Charakteristikum von GALT
in Saugetieren ist das Vorhandensein von M-Zellen (engl.: microfold cells). Dies sind
spezialisierte Zellen, die morphologisch deutlich von den sie umgebenden
Epithelzellen zu unterscheiden sind. Sie stellen die Haupteintrittspforte flr
Salmonellen beim Saugetier dar. Das Huhn besitzt keine M-Zellen und bis zum
heutigen Tag ist die Eintrittspforte fur einen Erreger im Darm unbekannt. Das GALT
des Vogels unterscheidet sich von dem des Saugers. Es besteht aus spezialisierten
subepithelial lokalisierten lymphoiden Geweben wie den Caecaltonsillen, Peyerschen
Platten und dem Meckelschen Divertikulum [42, 43]. Ob diese Einfluss auf den
Invasionsmechanismus der Bakterien haben, ist aber noch nicht erforscht. In der
Maus wird neben der Invasion Uber die M-Zellen auch einen M-Zell-unabhangiger
Weg beschrieben. Dabei nehmen dendritische Zellen Uber ihre lang ausgestreckten
Auslaufer sowohl invasive als auch nicht invasive Salmonellen aus dem Darmlumen
auf [44]. Dieser Weg der Bakterienaufnahme ist beim Huhn auch vorstellbar, ist noch
nicht experimentell gezeigt worden. Des Weiteren vergrof3ern sich die Caecaltonsillen
im Verlaufe einer Infektion [45], wobei der Grund daflr noch nicht hinreichend

untersucht ist.

In einer anderen Studie wurde die Invasivitat von Salmonellen in das Gewebe in zwei
Modellen verglichen. Einerseits wurde sie in einem Huhner in vivo intestinal loop
Model und andererseits ein in vitro Model mit einer Epithelzelllinie durchgeflhrt. Es
wurden verschiedene Salmonellen-Serovaren verwendet und die Bakterien aus dem
Darm bzw. der Zellkultur rickisoliert und quantifiziert. S. enteritidis besal’ die hochste

Invasivitat [46].

Das heildt, wie die Salmonellen in den aviaren Organismus gelangen, ist derzeit noch
nicht geklart. Tatsache ist, dass das mukosale Epithel durchquert wird. Hierbei stellt
das Epithel nicht nur eine physikalische, sondern auch eine chemische Barriere dar.

Es ist auch ein Initiator der angeborener Immunantwort. Epithelzellen kdnnen
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bakterizid wirkende Enzyme, genauso wie Chemokine, die wiederum Zellen der
angeborenen Immunantwort anlocken, produzieren [47]. Bei diesen Zellen der
angeborenen Immunantwort handelt es sich um Granulozyten, Makrophagen und
immature dentritische Zellen, die die sogenannte ,first line of defense* (erste
Verteidigungslinie) darstellen. Sie sind in der Lage Pathogene zu eliminieren und
weitere Immunreaktionen auszuldésen. Eine frihe Infiltration des Epithels durch
Granulozyten und Makrophagen wurde beim Huhn nach oraler Salmonellen
Applikation bereits beschrieben [48]. Zudem zeigten in vitro Studien mit primaren
aviaren Makrophagen, dass auch diese eine bakterizide Wirkung auf Salmonellen
haben [49].

Makrophagen und in der Lamina propria sitzenden dendritische Zellen besitzen
spezielle Rezeptoren zur Erkennung von Pathogenen und I6sen Uber diese eine
angeborene Immunreaktion aus. Diese Rezeptoren werden als pattern-recognition
receptor (PRR) bezeichnet, die auf der Zelloberflache oder im Zellplasma der Zellen
des Wirtes lokalisiert sind. Sie erkennen sogenannte pathogen-associated molecular
patterns (PAMP) [50]. Lipopolysaccharid (LPS) ist ein Molekil, das vor allem in der
Zellwand gram negativer Bakterien vorkommt. So ist beispielsweise LPS ein PAMP
und Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) der dazugehorige PRR [51]. TLR4 befindet sich unter
anderem auf der Oberflache von Makrophagen, die somit das LPS der Salmonellen
und somit die Infektion erkennen [52]. Des Weiteren befindet sich auf der basalen
Seite des Epithels der Toll-like Rezeptor 5 (TLRS), der Flagellin, ein spezifisches
Protein motiler Bakterien bindet [53]. Erst nach Bindung von Flagellin an diesen
Rezeptor werden die Epithelzellen zur Sekretion des Chemokins IL8, welches
wiederum Entzindungszellen anlockt, angeregt [54, 55]. Diese Beispiele sind Daten

aus der Maus-Literatur, sind jedoch im Huhn bestatigt [56].

Eindringen der Salmonellen in die Wirts-Zelle

Nach dem Eindringen in den Organismus des Wirtes, werden Salmonellen von
Makrophagen aufgenommen. Salmonellen sind in der Lage intrazellular in
Makrophagen zu uberleben [57, 58]. Salmonellen besitzen die sogenannten Typ-III-
Sekretionssysteme (TTSS), welche durch die Salmonellen Pathogenitatsinseln 1 und
2 kodiert (SPI-1 und SPI-2) sind. Die TTSS sind Injektionssysteme, die, ahnlich wie
Injektionsnadeln, Virulenzfaktoren direkt in das Zytoplasma der Wirtszelle geben
konnen. Es gibt mehrere Typen des TTSS. Wahrend TTSS-1 die Zellinvasion
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ermdglicht [59, 60], ist TTSS-2 fiir das intrazelluldre Uberleben notwendig [61, 62].
Die Fahigkeit zum intrazellularen Uberleben ist eine wichtige Eigenschaft von
Salmonellen im Wettlauf zwischen Erreger und Wirt. Diese Fahigkeit wird nicht nur
durch TTSS-2 vermittelt, sondern auch durch die Madglichkeit, zum einen die
Phagosom-Lysosom-Verschmelzung zu verhindern und zum anderen durch
Detoxifikation gebildeter Sauerstoffradikale in Makrophagen zu uberleben [63, 64].
Salmonellen besitzen allerdings neben SPI-1 und SPI-2 insgesamt funf
Pathogenitatsinseln. Uber die funktionelle Bedeutung der dritten und fiinften ist wenig
bekannt. Es konnte jedoch gezeigt werden, das SPI-4 durchaus eine wichtige Rolle
bei einer Salmonelleninfektion spielt. Das Protein SiiE, welches auf SPI-4 kodiert ist,
verbessert die Adharenz der Salmonellen an der Epithelschicht des Wirtes, was den

Bakterien einen Vorteil bei der Invasion verschafft [65].

Wie bereits erwahnt gibt es wenige Studien Uber Invasionsmechanismen. Es gibt
jedoch eine Arbeit aus dem Jahre 2006, die sich mit Invasionsmechanismen dieser
Bakterien in den aviaren Organismus beschaftigt. llleum von 3 Monaten alten Broilern
wurde mit aus dem Menschen isolierten Serovar (S. weltvreden) infiziert. In dieser
Arbeit wurde durch elektronenmikroskopische Aufnahmen gezeigt, dass Salmonellen
(70 %) nach Kontakt mit Epithelzellen Blaschen auf ihrer Oberflache bilden, die
abgeschnurt werden. Die abgeschnirten Blaschen finden sich auf Epithelzellen des
Wirtes wieder. Zudem unterstitzen die Sekretionsnadeln des Typ-lll-
Sekretionsapparates die Invasion in die Epithelzelle. Im Anschluss daran scheinen sie
die Epithelzellen zu verlassen, um mit den im Gewebe des llleums befindlichen
Makrophagen zu interagieren. Auch hier wurden genannte Blaschen abgeschnurt.

Daraufhin schien die Invasion in die Makrophagen zu folgen [66].

Nachdem die Salmonellen invadiert sind und von Makrophagen aufgenommen
worden sind, gelangen sie mit den Makrophagen zu Milz und Leber, wo eine weitere
Bakterienproliferation stattfindet [67]. Im Anschluss daran kommt es zu einer

systemischen Ausbreitung.

Die friihe angeborene Immunantwort des Saugers

Das Immunsystem setzt sich aus der angeborenen und spezifischen Immunitat
zusammen. Die angeborene bzw. unspezifische Immunitat beinhaltet Komponenten
des Serums, wie das Komplementsystem oder unspezifische Zellen wie heterophile

Granulozyten (neutrophile Granulozyten des Saugers), Makrophagen oder natirlichen
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Killerzellen [68, 69] und stellen die ,first line of defense gegen mikrobielle Invasion
dar. Das spezifische Immunsystem selbst wird in die humorale und zellulare
Immunitat eingeteilt Die Antikdrper, die von B-Lymphozyten produziert werden, bilden
die humorale Immunantwort. Antikérper schitzen den Wirt gegen Infektionen, indem
mit der Oberflache von Pathogenen interagieren und sie daran hindern, an
Wirtszellen zu haften oder in sie einzudringen [70]. Zudem kénnen die Erreger durch
phagozytierende Zellen eliminiert und das Komplementsystem aktiviert werden [71].
Der Schutz durch Antikérper erfolgt nur wahrend der extrazellularen Phase einer
Infektion. Die zellulare Immunitat ist durch T-Lymphozyten mediiert. Sie kdnnen
entweder direkte Effektor-Funktion (zytotoxische T-Zellen), regulatorische Funktion
(T-Helferzellen) oder Supressor-Funktion haben. Dieser Teil des Immunsystems spielt
eine Rolle beim Schutz gegen intrazellulare Pathogene, wie Viren oder bestimmte
Bakterien, wie zum Beispiel die intrazellular Uberlebensfahigen Salmonellen [72, 73].
Daher werden phagozytierende Zellen aktiviert und infizierte Wirts-Zellen werden
getotet. Sowohl die humorale als auch die zellulare Immunantwort scheinen eine
Rolle beim Schutz gegen eine Salmonelleninfektion zu spielen [74], wobei die

zellulare wohl die wichtigere Immunitat darstellt.

T-Zellen sind in T-Helferzellen, zytotoxische T-Zellen und Suppressor-T-Zellen
einzuteilen. Jeder dieser Art produzieren bestimmte Zelloberflachenmolekile und —
marker [75]. T-Helferzellen exprimieren CD4 [76], wohingegen zytotoxische T-Zellen
und Supressorzellen CD8 exprimieren [77]. Des Weiteren werden T-Zellen aufgrund

ihrer Rezeptoren in a/3 und y/d T-Zellen eingeteilt [78].

Derzeitiger Stand bezlglich der Entwicklung einer Immunantwort besagt, dass die
Antwort von T-Helferzellen kontrolliert wird und dass diese wiederum in funktionelle
Subpopulationen, die Th1- und Th2-Zellen unterteilt werden kénnen. Diese Einteilung
erfolgt anhand der Zytokinsynthesemuster. Th1-Zellen exprimieren IFN-y, IL2, IL12
und IL18 und kontrollieren Uberwiegend die zell-mediierte Immunitat. Th2-Zellen
produzieren IL4, IL5, IL6 und IL10 und regulieren vor allem die humorale Immunitat.
Des Weiteren inhibiert IFN-y die Proliferation von Th2-Zellen [79] und IL10 inhibiert
die Proliferation von Th1-Zellen [80]. Wenn die Mechanismen der angeborenen
Immunantwort fur die Elimination der Bakterien nicht ausreichen, wird die adaptierte

Immunantwort aktiviert.
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Die friihe Immunantwort des Huhnes

Beim Huhn wird wie beim Sauger zwischen der zellularen und der humoralen
Immunantwort sowie zwischen Th1- und Th2-Zellen unterschieden [81]. Die zellulare
Immunantwort auf eine Infektion mit Salmonellen scheint auch beim Huhn die

wichtigere Rolle zu spielen [82].

In Untersuchungen der zellulare Immunreaktion auf eine Salmonelleninfektion in
unterschiedlichen Organen wie Darm, Milz, Leber und Blut wurden Veranderungen in
Anzahl, Verteilung und Proliferation von Entzindungszellen festgestellt.
Unterschiedliche Stamme von S. typhimuirum wurden einen Tag und vier Wochen
alten Huhnern in die Luftsacke und oral appliziert. Im Anschluss daran wurden sie mit
Bordetella avium infiziert. Die Tiere, die mit dem Wildstamm infiziert wurden, zeigten
eine Immunsuppression durch Ruckgang von Lymphozyten und Atrophien von
lymphatischen Organen. Es wurde jedoch demonstriert, dass ein Ruckgang von
spezifischen Antikdrpern nicht vorlag [83]. Somit konnte gezeigt werden, dass die
zelluldre Immunreaktion die wichtigere Rolle spielt als die humorale Immunreaktion,

was von anderen Autoren bestatigt wurde [84].

Bis zum heutigen Zeitpunkt gibt es beim Huhn sehr wenige Studien, die sich mit dem
zeitlichen Verlauf der Salmonelleninfektion und der durch sie ausgeldsten
Immunantwort beschaftigen. Eine Studie von Berndt et al aus dem Jahre 2007 gibt
einen Uberblick Uber die Kinetik einer Salmonelleninfektion. Dabei wurden
Eintagskuken mit S. enteritidis, S. typhimurium, S. hadar bzw. S. infantis oral infiziert.
Im Zeitraum zwischen vier Stunden und neun Tagen p.i. wurde die Lokalisation der
Bakterien und die Anzahl der in die zakale Mukosa eingewanderten Immunzellen
mittels Immunhistochemie bestimmt. Des Weiteren wurde die mRNA-Expression
verschiedener Zytokine, Chemokine, Apoptose-relevanter Proteine und iINOS mittels
quantitativer PCR analysiert und mit den immunhistochemischen Daten zur
Immunzellverteilung verglichen. Diese Studie zeigt, dass die Invasionsfahigkeit und
der Einfluss auf die lokale Immunantwort zwischen den einzelnen Serovaren sehr
stark variieren. Es wurde demonstriert, dass im Vergleich dieser vier genannten
Serovare S. enteritidis die starkste Invasivitat hat. Bei der Gruppe, die mit diesem
Serovar infiziert worden ist, konnten die Bakterien bereits vier Stunden nach der
oralen Applikation im Caecumgewebe, zu einem geringen Anteil sogar bereits in der

Leber, immunhistochemisch nachgewiesen werden. S. typhimurium zeigte ein
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ahnliches Verhalten. S. hadar und S. infantis hingegen waren nur schwach invasiv [1].
Da die hier vorgelegte Arbeit auf Infektionen mit S. enteritidis basiert, wird im
Folgenden der Wissensstand Uber dieses Serovar beschrieben. Wie bereits erwahnt,
kann S. enteritidis bereits vier Stunden nach der oralen Infektion im Caecumgewebe
nachgewiesen werden. Die Anzahl der Bakterien nimmt im Anschluss daran noch
stetig zu, zeigt nach zwei Tagen den Hohepunkt und nimmt anschliefend wieder ab.
Des Weiteren konnte demonstriert werden, dass sich die ersten Salmonellen bereits
vier Stunden p.i. intrazellular in den Makrophagen befanden. Ein Tag p.i. trugen ca.
40 % der Makrophagen, die sich zum Zeitpunkt der Probenentnahme im
Caecumgewebe befanden, Salmonellen in sich. Die Zahl der Granulozyten stieg
einen Tag p.i. deutlich an. Wenn die Ergebnisse der CD8,, CD8g und CD4 positiven T
Zellen betrachtet werden, beginnt die Anzahl derer einen Tag p.i. anzusteigen [1]. Die

Anzahl der y/d-T-Zellen war ab Tag 4 p.i. deutlich erhoht.

Es gibt Huhnerlinien, die unterschiedlich empfanglich gegenlber einer
Salmonelleninfektion sind. Die Arbeiten von Kogut et al haben sich auf die
Untersuchung der angeborenen Immunantwort von Huhnern fokussiert und
beschaftigt sich mit der Suche nach Resistenzgenen. Sie verglichen die Reaktion von
Makrophagen von unterschiedlicher ingeziuchteten Huhnerlinien nach Infektion mit
unterschiedlichen Serovaren von S. enteritidis. In diesen Arbeiten kamen sowohl
expression quantitative trait loci (eQTLs) und holistische Genom SNP arrays (engl.:
whole genome SNP arrays, WGA) zum Einsatz. Von den 5 000 humanen Genen, die
der ,angeborenen Immunantwort® zugeordnet wurden, wurden 4000 im
Huhnergenom identifiziert. Der Fokus dieser Arbeit war es, Resistenzgene gegenuber
Salmonellen zu identifizieren. Diese Untersuchungen sind noch nicht abgeschlossen

und mussen sicher auf kommerzielle Huhnerlinien erweitert werden [85].

Holistische Genexpressionsanalysen nach Salmonelleninfektionen wurden bisher fur
das Huhn nicht publiziert. Allerdings gibt es Studien, die sich mit
Genexpressionsanalysen im Huhn nach einer Infektion durch andere Erreger
beschaftigten. So stellt beispielsweise Lee et al im Jahre 2006 seine Infektionsstudie
mit Eimeria maxima vor [81]. Eimerien |6sen genau wie Salmonellen eine
uberwiegend zellulare Immunantwort aus. Es wurde gezeigt, dass die Th1-Zytokine
IFN-y, IL1B, IL-6, IL-12, IL-15, IL-17 und IL-18 nach der Infektion deutlich vermehrt
exprimiert wurde. Ebenso waren die Th2-Zytokine IL-3, IL-10, IL-13, and GM-CSF
und die Chemokine IL-8, Lymphotactin, MIF und K203 hochreguliert. Im Gegensatz
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dazu war IFN-a, TGF-f4 und K60 in ihrer Expression vermindert.

Bemerkenswert ist, dass es nur wenige Arbeiten gibt, die sich mit der Untersuchung
der angeborenen Immunantwort beim Huhn nach einer Salmonelleninfektion
beschaftigten. Berndt et al fanden in einer in vivo Studie nach einer Infektion mit S.
enteritidis im Caecumgewebe folgende Ergebnisse. IL8, IL12, INOS, IL7Ra, LITAF
zeigten 24 Stunden p.i. eine erhdhte Expression gegenuber der Kontrolle. IFN-y wies
mit ca. 36 Stunden einen etwas spateren Expressionsanstieg vor. MIP-1B hat nach 48
Stunden einen Expressionsanstieg, der sehr schnell wieder abfiel, IL18 verhielt sich
ahnlich. IL2 erfuhr nach 24 Stunden zunachst einen Abfall des Expressionsniveaus im

Vergleich zur Kontrolle, stieg allerdings 4 Tage p.i. an [1].

2.2.7. Zytokine — Mediatoren der Immunantwort

Der Begriff ,Zytokin“ ist ein Uberbegriff fir alle von Zellen produzierten und mit
regulatorischen oder effektorischen Eigenschaften ausgestatteten 16slichen Peptid-
Mediatoren. Sie regulieren vor allem die Proliferation, das Wachstum und die
Differenzierung von Zellen. Somit haben sie deutlichen Einfluss auf die Immunantwort
und die Modulation entzindlicher Prozesse. Dieser Begriff wurde bereits im Jahre
1974 gepragt [86]. Aufgrund bestimmter struktureller Ahnlichkeiten werden
verschiedene  Zytokine zu Verwandtschaftsgruppen bzw. Zytokinfamilien
zusammengefasst. So unterscheidet man Interferone, Interleukine, Chemokine,
kolonie-stimulierende Faktoren oder Tumor Nekrose Faktor Familiemitglieder.
Zytokine werden von fast allen Zellen produziert und wirken als extrazellulare

Signalmolekile zwischen den Zellen.

Neben Zytokinen, die die Entziindungsreaktion férdern, wie beispielsweise die pro-
inflammatorischen Interleukine IL13, IL6, IL8 und IL17 sind eine Reihe von
Interleukinen entscheidende Komponenten der angeborenen oder erworbenen
Immunantwort. Dabei beeinflussen die wahrend der angeborenen Antwort
sezernierten Mediatoren das Muster der spater einsetzenden erworbenen Immunitat.
Das Th1/Th2-Muster wurde ursprunglich in der Maus entdeckt und beschreibt die
Polarisation der murinen CD4"-Zellen in Typ 1- (IFN-y- und IL2 produzierend) und
Typ 2- (IL4- und IL5 produzierend) T-Helfer-Zellen, welche entsprechend entweder
die zellvermittelte (durch T-Zellen gepragt) oder die humorale (durch B-Zellen
gepragt) Immunantwort fordern [87-89]. Dieses Konzept wurde seitdem erganzt und
verfeinert und wird heute auch auf andere Zytokine (z.B. IL12 und IL18 fur die Th1-;
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IL9 und IL13 fur die Th2-Immunantwort), aber auch andere Zellen (z.B. CD8+
zytotoxische Zellen, y/6-T-Zellen, NK-Zellen und dentritische Zellen) angewendet [90].

In Bezug auf die Erforschung aviarer Zytokine im Infektionsabwehrgeschehen wurden
in den letzten Jahren einige Fortschritte erzielt und die Struktur und Funktion einer
Reihe immunologisch bedeutsamer Interleukine im Huhn aufgeklart. Trotz der
geringen Homologien der Proteinsequenzen der aviaren Interleukine sind die

Funktionen zu denen der Sauger meist homolog [91].

In  verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass Huhner nach einer
Salmonelleninfektion ein ahnliches Zytokinmuster wie Sauger aufweisen. So wurden
in einer Studie Eintageskiken mit S. typhimurium infiziert und nach 6, 12, 24 und 48
Stunden beprobt. Es wurde eine erhdhte Zahl an heterophilen Granulozyten im
intestinalen Gewebe sowie in der Leber nachgewiesen. Zudem wurde gezeigt, dass
IL1B, MIP-1B, IL8 sowie K60, ein weiteres aviares IL8 Homolog, als Reaktion auf
eine Salmonelleninfektion vermehrt exprimiert wurden [92] In einer anderen Arbeit
wurde gezeigt, dass TNF-a, IL1B3, IL6, IL10, CCL20, MIP-3a sowie iNOS nach einer

Salmonelleninfektion vermehrt exprimiert werden [93]

2.2.8. Unterschiede des Immunsystems von Huhn und Sauger

Das Immunsystem der Vogel unterscheidet sich zum Teil erheblich von dem der
anderen Tierarten. So zeigt das Abwehrsystem des Vogels einige Merkmale, die auf
eine Zwischenstellung in der phylogenetischen Reihe zwischen jenem der Amphibien
und Reptilien einerseits und dem hoch entwickelten Immunsystem der Sauger
andererseits hinweisen. Im Folgenden wird lediglich auf die wichtigsten und zum

Verstandnis der aviaren Immunitat bedeutenden Unterschiede naher eingegangen.

Vogel haben ein als Bursa Fabricii bezeichnetes Organ. Dieses zahlt neben dem
Thymus zu den primaren lymphatischen Organen und ist ein modifizierter Abschnitt
der dorsalen Wand der Kloake, des gemeinsamen Ausgangs des intestinalen und
urogenitalen Traktes beim Vogel. Die Bursa besteht aus Falten (lat.: plicae), die
ahnlich den Villi im Darm organisiert sind und in einem zentralen Lumen enden. In
ihnen befinden sich die lymphoiden Follikel. Die Bursa bildet sich mit dem Eintritt der
sexuellen Reife der Tiere vollstandig zurlick. Die funktionelle Bedeutung der Bursa
Fabricii liegt in der Entwicklung von B-Lymphozyten. Dabei besiedeln unreife, pra-

bursale Stammzellen in einer Welle zwischen dem 7. und 15. embryonalen Lebenstag
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den Bereich der Bursaanlage [94]. Die Reifung der B-Zellen in der Bursa ist fur die
Entwicklung des Antikorperrepertoires essentiell. Die Diversitat wird dabei durch
Genkonversion und Hypermutation in der Bursa gewahrleistet. Nach Auswanderung
in die Peripherie sind die reifen B-Lymphozyten durch ihre Fahigkeit Immunglobuline
(Ig) zu sezernieren charakterisiert. Die B-Lymphozyten der Vogel setzen allerdings im
Vergleich zu den Saugetieren lediglich drei Typen von Immunglobulinen frei, namlich
IgM, 1gG (IgY) und IgA [95].

Im Gegensatz zu den Saugern besitzen Voégel keine Lymphknoten. Zu den
sekundaren bzw. peripheren lymphatischen Geweben oder Organen gehdren beim
Huhn die Milz, das Darm-assoziierte lymphatische Gewebe (engl.: gut-associated
lymphoid tissue, GALT), das Bronchus-assoziierte lymphatische Gewebe (engl.:
bronchus-associated lymphoid tissue, BALT), sowie das Kopf-assoziierten
lymphatischen Gewebe (engl.: head-associated lymphoid tissue, HALT) und die
sogenannten muralen Knotchen. Der grofte Anteil dieses lymphatischen Gewebes ist
allerdings in den Schleimhauten lokalisiert und wird zusammengefasst als Mukosa-
assoziiertes lymphatisches Gewebe (engl.: mucosa-associated lymphoid tissue,
MALT) bezeichnet

Ein Merkmal des GALTs ist das Vorhandensein eines charakteristischen
subepithelialem lymphatischen Gewebes wie den Peyerschen Platten, den
Caecaltonsillen und dem Meckelschen Divertikulum. Wie bereits zuvor erlautert,
wurden beim Huhn bis heute keine M-(microfold)-Zellen identifiziert, die bei Sauger
auf typische Weise mit dem GALT assoziiert sind und fur die Salmonellen wichtige

Eintrittspforte darstellen.

Die Haupthistokompatibilitatskomplexe (MHC, engl.: major histocompatibility complex)
des Saugers unterscheiden sich von denen des Huhnes. Beim Sauger gibt es drei
MHC-Klassen. Uber den MHC-Klasse-I-Weg werden infizierte und entartete Zellen,
die korperfremde Proteine herstellen, gezielt von zytotoxischen T-Zellen (CD8%)
identifiziert und anschlieBend eliminiert. Uber den MHC-Klasse-ll-Weg kénnen T-
Helferzellen (CD4") die Produktion von spezifischen Antikdrpern und die Aktivitat von
Phagozyten stimulieren, welche Krankheitserreger inaktivieren und eliminieren
(humorale Immunantwort). Das adaptive Immunsystem trennt also zwischen intra-
und extrazellularen Pathogenen. Die MHC-Klasse-llI-Komplexe sind Bestandteile des

so genannten Komplementsystems, einem Teil des unspezifischen humoralen
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Immunsystems, welches zur Elimination von zellularen Antigenen (z.B. Bakterien)
beitragt. Die schwere Kette der MHC-Klasse-lI-Komplexe sowie die a- und [-
Untereinheit der MHC-Klasse-lI-Komplexe treten beim Sauger in sehr vielen Allelen
auf. Somit sind die MHCs des Saugers sehr vielseitig und spezialisiert. Beim Vogel ist
der B-Lokus als aviares Aquivalent des MHC der Sauger beschrieben. Dieser ist ein
vergleichsweise sehr kleiner kompakter Bereich mit wenigen Genen und nur sehr
kurzen Introns (engl.: intervening regions). Es wurde postuliert, dass es sich hierbei
um einen nur das Notwendigste enthaltenden (minimal essential MHC) MHC handelt,
mit lediglich zwei Klasse-la- und zwei Klasse-lI3-Genen, von denen jeweils nur ein
Paar ausgepragt wird [96]. Aus dieser Besonderheit resultiert die bei Hihnern auch

gefundene spezifische Empfindlichkeit einzelner Linien fur bestimmte Infektionen [96].

Vergleichbar mit den T-Lymphozyten der Sauger sind auch aviare T-Lymphozyten
durch die Expression des a/B- oder y/d-T-Zell Rezeptorkomplexes (TCR Komplex)
charakterisiert. Beide Rezeptor-Molekile (a/B, y/d) sind durch Disulfid-Bricken
verbundene Heterodimere, bestehend aus einer 50 kDa und einer 40 kDa grof3en
Glykoproteinkette, die nicht-kovalent mit dem CD3-Komplex als
Signaltransduktionseinheit verbunden sind. Im Unterschied zu den Saugern besitzen
Hihner zwei Subpopulationen von a/B-T-Zellen, namlich die TCR2" (Vg4)- und TCR3"
(Vp2)-T-Lymphozyten. AuRerdem finden sich im Vergleich zu Mensch und Maus
besonders viele y/8-TCR (TCR1%)-Zellen im peripheren Blut und in den Organen [97].
Die klassischen T Zell Marker CD4 und CD8 wurden beim Huhn bereits vor einiger

Zeit kloniert und sind funktionell mit denen der Sauger identisch [98].

2.3. Methodik der Gentranskriptionsanalysen

In der vorliegenden Arbeit sollte mit Hilfe von Genexpressionsanalysen die Reaktion
des Huhnerimmunsystems auf eine Infektion mit Salmonellen umfassend analysiert
werden. Daher soll kurz auf die Technik der Microarray basierten

Genexpressionsanalyse eingegangen werden.

2.3.1. Microarray

Der Begriff ,Microarray® ist eine Sammelbezeichnung fur moderne
molekularbiologische Untersuchungssysteme, die die parallele Analyse von mehreren
tausend Einzelnachweisen in einer geringen Menge biologischen Probenmaterials

erlauben [99-101]. Es ist eine Methode, um Signalwege oder in ihrer Expression
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auffallige Gene zu identifizieren. Bioinformatische Mdoglichkeiten wie physikalische
Karten [4], die EST (engl.: expressed sequence tag records) Datenbanken [102] oder
SNP (engl.: single nucleotide polymorphism)-Karten [103, 104] sind Voraussetzung
zur Anwendung von Microarrays. Je vollstandiger die bioinformatischen Informationen
sind, desto genauer sind die Aussagen eines angewendeten Microarrays. Neben
Microarrays sind die QTL Analysen (engl.: quantitative trait locus) und molekulare
Marker haufig genutzte System [101, 105, 106]. Das Verfahren der Microarrayanalyse
wird seit der vollstandigen Sequenzierung des Huhnergenoms im Jahre 2004

zunehmend als experimentelle Methode genutzt.

Es gibt verschiedene Formen von Microarrays, zu denen SNP (engl.: single
nucleotide polymorphism) Arrays, Protein Arrays, cDNA Arrays, CHIP Arrays und
Oligonukleotid Arrays zahlen.

In vorliegender Arbeit wurden Oligonukleotid Arrays benutzt. Sie quantifizieren eine
grolde Zahl an mRNAs und haben gegentber cDNA Arrays einige Vorteile in Bezug
auf die Spezifitat, Sensitivitat und Reproduzierbarkeit [107]. Beide Genexpressions-
Microarraytechnologien konnen umfangreiche und auch sichere Daten fur eine
umfassende Expressionsanalyse liefern. Jedoch sind Oligonukleotid Arrays
konstanter in Konzentrationen und Annealing Temperaturen, sind genspezifischer und
flexibler. Bei den Oligonukleotid Arrays kann zwischen Tests mit langen und kurzen
Sequenzen unterschieden werden. In dieser Arbeit kamen Sequenz-Ketten von 60
Nukleotiden Lange zur Anwendung, was einem ,angen Oligonukleotid Array“
entspricht. Wenn langere Sequenzen genutzt werden, dann ist die Signalstarke
intensiver als bei kirzeren Sequenzen. Daher sind Arrays mit langeren
Nukleotidsequenzen spezifischer und weisen oft einen grofderen dynamischen
Bereich auf [108, 109].

Inzwischen gibt es mehrere Anbieter mit jeweils eigenen Systemen. Fir diese
Untersuchung wurde der ,chicken (V2) Gene Expression Microarray, 4 x 44K" der
Firma Agilent genutzt. Als vorteilhaft erwies sich in diesem System die Maoglichkeit
zusatzlich zu den vom Hersteller aufgetragenen Oligonukleotiden auf Wunsch weitere

Oligonukleotide von bekannten Genen auf den Array aufbringen zu lassen [110].

23.2. qRT-PCR

Die herkdmmliche Polymerase Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction,



Literatur 36

PCR) ist eine Methode, um DNA mit Hilfe einer DNA-Polymerase in vitro zu
vervielfaltigen. Der Begriff ,Kettenreaktion® beschreibt in diesem Zusammenhang die
Tatsache, dass die Produkte vorheriger Zyklen als Ausgangsmaterial fur den
nachsten Zyklus dienen und somit eine exponentielle Vervielfaltigung ermoglichen.
Die quantitative Polymerase Kettenreaktion (engl.: quantitativ polymerase chain
reaction, qRT-PCR) beruht auf dem Prinzip der herkdmmlichen PCR. Das heif3t, die
DNA-Proben werden ebenfalls vervielfaltigt. Sie ermdglicht aber zeitgleich dazu eine

Quantifizierung.

Der Nachweis der Amplifikationsprodukte kann dabei einerseits durch (i)
interkalierende Farbstoffe wie beispielsweise SYBR Green oder Ethidiumbromid
erfolgen. Andererseits gibt es sogenannte (ii) FRET (engl.: fluorescence reasonance
energy transfer) — Sonden, wobei es verschiedene FRET-Sonden mit zahlreichen
Modifikationen wie Hybridisierungs-Sonden, TagMan-Sonden, sogenannte molecular

beacons (engl.: molekulares Lichtsignal), Scorpion-Primer-Sonden und Lux-Primern.

Beim Huhn fanden bisher nur die Methoden mit interkalierenden Farbstoffen [111-
114] und TagMan-Sonden [115-117] Anwendung. Diese erweisen sich als
reproduzierbare und damit verlassliche Moglichkeiten, um
Genexpressionsunterschiede zu messen bzw. wie im Falle vorliegender Arbeit die
Expressionsunterschiede von Kandidatengene, die im Microarray-Verfahren ermittelt
worden sind, zu bestatigen. In vorliegender Arbeit wurde die SYBR Green

Technologie verwendet.
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3. ZIELSETZUNG

Um Aufschluss Uber die angeborene Immunantwort des Haushuhnes auf eine
Infektion mit Salmonella enteritidis zu erhalten, sollten sowohl in vitro als auch in vivo
Untersuchungen durchgefuhrt werden. Ziel war es dabei in den in vitro Experimenten
primare Makrophagen zu verwenden, da bisher fir derartige Untersuchungen
uberwiegend aviare Zelllinen genutzt wurden, die aber aufgrund der Transformation
eine Reihe genetischer Defekte aufweisen. Die in vivo Untersuchungen hatten
insbesondere zum Ziel, die frihe Reaktion des angeborenen Immunsystems auf die

Infektion zu analysieren.

Als methodischer Ansatz wurde die Genexpressionsanalyse unter Verwendung eines

kommerziell verflgbaren Microarrays gewahlt.

Mit dieser Arbeit sollte eine Grundlage flr weitere funktionelle Untersuchungen
solcher Gene geschaffen werden, die aufgrund ihres Expressionsmusters als

funktionelle Kandidaten in der Abwehr der Salmonellen identifiziert werden konnten.
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4. MATERIAL UND METHODEN

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle im Folgenden genannten Medien und
Zusatze bei 4°C gelagert. Die Hochzahlen beziehen sich auf die im Anhang 10.1

aufgeflihrten Bezugsquellen.

41. Tiere und Tierhaltung

41.1. Hihner

Fir in vitro Versuche wurden Blut und Organe von Huhnern der Linien M11 (Bz/2—
Haplotyp), LSL (Lohmann selected Leghorn) und VALO (Lohmann VALO SPF)
gewonnen. Die Eier und die Tiere der Linie M11 stammten vom Institut fur Tierzucht
in Mariensee und der Linie LSL und VALO von der Firma Lohmann Tierzucht in
Cuxhaven. Eier wurden im Institut fur Tierphysiologie der LMU Minchen ausgebrutet
und die Tiere anschlieend in Gruppen in Gitterrostkafigen und Volieren gehalten. Es
wurde handelsubliches Alleinfutter gefuttert. Futter und Wasser stand ad libitum zur
Verfligung.

Der in vivo Versuch mit Huhnern der Linien VALO wurden in Einvernehmen mit den
Richtlinien der Regierung von Berlin (0261/08) unter der Genehmigungsnummer
G 0261/08 vom 15.07.2009 durchgefuhrt.

4.2. Gewinnung primarer Makrophagen

Makrophagen wurden erhalten, indem entweder periphere Blutlymphozyten (PBL) aus
Vollblut gewonnen oder die Leukozyten aus der Milz isoliert wurden. Nach 72

Stunden differenzierte sich eine reine Makrophagenkultur.

4.2.1. Material

Vollblut oder Milz von Hiihnern
Phosphat gepufferte Salzlésung (PBS) pH 7,22
8,0 g Natriumchlorid (NaCl)?
1,45 g Di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat (Na,HPO4x2 H20)2

0,2g Kaliumhydrogenphosphat (KHoPO4)?
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0,2g Kaliumchlorid (KCI)?
ad 1000 ml Aqua dest.

fur die Verwendung in der Zellkultur autoklaviert

Ficoll-Paque’®
Heparinlésung (500 U/ml)
1 ml Heparin-Natrium 20 000*

ad 40 ml RPMI 1640 mit 0,532 g/l stabilem Glutamin®

Trypanblau-Lésung®
1x Trypsin-EDTA
1 ml 10x Trypsin-EDTA Lésung®

ad 100 ml Aqua bidest.

4.2.2. Gewinnung von peripheren Blutleukozyten

Den Tieren wurde zur Gewinnung von mononukledren Blutleukozyten mit einer
heparinisierten Spritze Blut aus der Vena jugularis entnommen. Das Vollblut wurde
1:2 mit PBS verdlinnt. Im Anschluss daran wurde das Blutgemisch Uber das gleiche
Volumen Ficoll-Paque-Losung geschichtet. Ein Gesamtvolumen von 24 ml wurde
allerdings nicht Uberschritten. Nach 12-minutiger Dichtegradienten-Zentrifugation bei
Raumtemperatur (RT) mit 600xg wurden die in der Interphase befindlichen
Leukozyten mit einer Pipette abgenommen und zweimal mit gekihltem PBS
gewaschen. Die Anzahl lebender Zellen wurde mittels einer Trypanblau-Farbung

mikroskopisch bestimmt.

4.2.3. Gewinnung von Leukozyten aus Organen

Die Huhner wurden betaubt und durch Blutentzug getodtet. Die Milz wurde unmittelbar
nach der Entnahme in 4°C kaltes steriles PBS uUberfuhrt und auf Eis gestellt. Zur
weiteren Praparation wurden die Organe mechanisch zerkleinert. GroRere Milzen
wurden mit Hilfe eines Spritzenstempels durch ein in PBS stehendes Metallsieb
(Maschenweite 0,75 x 0,75 mm) gedrickt; kleine Milzen wurden mit Hilfe einer 1 ml
Spritze durch mehrmaliges Aufziehen und Ausdricken zerkleinert. Die erhaltene

Zellsuspension wurde in entsprechende Rohrchen Uuberfuhrt, mit kaltem PBS
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aufgeflllt und zur Sedimentation von grélieren Gewebestlicken fur ca. 10 min auf Eis
gestellt. Danach wurde der Uberstand abgenommen, bei 4°C und 225xg fiir 10 min
zentrifugiert, das Zellpellet in 12 ml PBS resuspendiert und auf 12 ml einer Ficoll-
Paque-Lésung geschichtet. Nach 12-minltiger Dichtegradienten-Zentrifugation

konnten die Leukozyten aus der Interphase abgenommen werden.

4.3. Zellkultur

4.31. Medien und Zusatze

Standardmedium (10% FCS)
445 ml RPMI 1640°
50 ml Fetales Rinderserum (FBS, fetal bovine serum)?

5ml Penicillin-Streptomycin-Lésung®
(100 IE/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin)

FCS und Penicillin-Streptomycin wurden in Portionen bei —20°C gelagert.

Trypsin-EDTA, pH 7,2"7
45 ml Aqua bidest., steril
5ml Trypsin-EDTA-L6sung, 10x
Lagerung des Trypsin-EDTA, 10x als Aliquot bei -20°C

fur 1x-Lésung: 5 ml 10x, ad 50 ml sterilem Aqua bidest.

4.3.2. primare Zellen

Aus Blut oder Milz gewonnene primare Zellen wurden auf die gewlinschte Zellzahl
eingestellt und meist in Standardmedium aufgenommen. Da es sich um aviare Zellen
handelte, wurden sie in der Regel bei 40°C kultiviert. Das Medium wurde nach Bedarf,

aber in der Regel taglich, gewechselt.

4.3.3. Zellzahlbestimmung mittels Trypanblau

Material

Neubauer Zahlkammer
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Trypanblau 0,5 %°

Lagerung bei RT

Durchfiihrung

Trypanblau wird von lebenden Zellen nicht aufgenommen, im Gegensatz zu
abgestorbenen Zellen. Dies wird zur Differenzierung zwischen lebenden und toten

Zellen genutzt und mittels Neubauer Zahlkammer quantifiziert.

4.4, RNA-Praparation

441. Material
Wenn nicht anders vermerkt, erfolgte die Lagerung der Reagenzien bei
Raumtemperatur (RT).
Zellen oder Gewebe
Zellen in Kultur

Fixiertes Gewebe

Homogenisator (Peqglab, Precellys 24) + Keramikkiigelchen
peqGOLD Trifast'’
Chloroform ad analysis?

Lagerung bei RT

Isopropanol?

Lagerung bei RT

70% Ethanol?
70 ml Ethanol absolut
ad 100 ml Aqua bidest.

Lagerung bei RT

4.4.2. Lysieren von Zellen

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen. Daraufhin wurde Trizol, maximal 1 ml pro

1x107 Zellen, in das ZellkulturgefaR gegeben. Die adharenten Zellen wurden mit Hilfe
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eines Zellschabers vom Kulturgefal? abgelést. Das Zelllysat wurde in ein neues
nukleasefreies 2 ml Reaktionsgefal3, wobei jedes lediglich 1 ml Lysat enthielt,
uberfuhrt.

44.3. Homogenisieren von Gewebe

Um das Zerkleinern von Gewebe vorzubereiten, wurden im Vorfeld die zum
Homogenisator gehorigen Reaktionsgefalle mit 0,6 g der Keramikklgelchen befullt.
Die frisch gewonnenen Organe wurden entweder durch Kalte mit Hilfe von

FlUssigstickstoff oder in RNAlater® (Qiagen) bis zur Weiterverarbeitung fixiert.

Nachdem die Organe fixiert waren, wurde in die vorbereiteten Reaktionsgefalle
jeweils 1 ml kihles Trizol vorgelegt. 50 bis 100 mg der Gewebeproben wurden mit
einer sterilen Pinzette in Reaktionsgefalle mit 1 ml kaltem Trizol Uberfihrt und
unverzuglich homogenisiert. Das Gewebe wurde zweimal 10 sec mit einer Pause von
30sec bei 6000 Umdrehungen zerkleinert. AnschlieBend wurde 1 ml des
Homogenats abgenommen und jeweils in ein neues nukleasefreies 2 ml
Reaktionsgefal® tUberflhrt.

444. Isolation von RNA

Die Isolierung der Gesamt-RNA von Zellen und Organen erfolgte mit Hilfe der

Guanidinisothiocyanat-Phenol-Chloroform Extraktion.

Alle Arbeiten wurden unter Verwendung von RNase-freiem Einwegmaterial und
Handschuhen durchgefuhrt. Arbeitsgerate, Arbeitsflachen und Handschuhe wurden
vor Arbeitsbeginn mit 10%igem Natriumdodecylsulfat (SDS, engl.: Sodium dodecyl
sulphate) behandelt.

Nachdem Zellen lysiert (4.4.2) oder Gewebe homogenisiert (4.4.3) waren, wurden
200 pl Chloroform zu dem Zelllysat bzw. dem Homogenat gegeben. Ab diesem Schritt
ist die Methode zur Gewinnung der RNA von beiden Probenarten dieselbe. Die
Proben wurden nun 15 sec lang stark geschuttelt und anschlieBend 5 min bei RT
inkubiert. Durch den folgenden Zentrifugationsschritt (12 000xg, 6°C, 15 min) kam es
zur 3-phasigen Auftrennung der Suspension. Am Grund des GefalRes ist die
uberwiegend aus Proteinen bestehende milchig-rosa organische Phase, dartber folgt
die weille Interphase mit der DNA und wiederum daruber ist die wassrige Phase mit

darin enthaltener RNA zu unterscheiden. Nach Abnahme der wassrigen Phase wurde
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diese in ein neues Gefald uUberfuhrt und mit 500 ul Isopropanol durch vorsichtiges
Schwenken gemischt. Innerhalb der folgenden 10-mindtigen Inkubation bei RT kam
es zur Ausfallung der RNA. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (12 000xg,
6°C, 10 min) wurde der Uberstand entfernt, das Pellet in 1 ml 70%igem Ethanol
gewaschen und nochmals flir 5min bei 7 500xg und 6°C zentrifugiert. Nach
vollstandiger Abnahme des Uberstandes wurde das RNA-Pellet getrocknet und in
nukleasefreiem Aqua bidest. aufgenommen. Die Durchfihrung einer RNA-Isolation ist

schematisch in Abb. 1 dargestellt.

Chloroform RNA

Isopropanol
Probe in Trizol

Proteiin
Extrahierte

RNA RNA

U\J\J\J\/uwv

Mischgn . RNA Inkubation waschen
Inkybaﬂqn in neues Zentrifugation trq_cknen
Zentrifugation Reaktionsgefal I6sen

Abb. 1: Schema einer RNA-Isolation mittels Phenol-Chloroform Extraktion

44.5. Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Bestimmung der RNA-Konzentration und —Reinheit wurde mit Hilfe des

Spectrophotometers “NanoDrop“ der Firma Peqlab photometrisch durchgefihrt.

Material

NanoDrop 1000 Spectrophotometer

nukleasefreies H,O
Durchfiihrung

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch Uber die Lichtabsorption bei
260 nm. Die zusatzliche Messung der Absorption bei 280 nm und 230 nm ermdoglicht
die Bestimmung der Quotienten 260/280 und 260/230, welche ein Mal} der Reinheit
darstellen. Der 260/280-Quotient muss den Wert 1,9 und der 260/230-Quotient muss
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den Wert 2,0 Uberschreiten, damit die RNA als kontaminationsfrei beurteilt wurde und
damit von einer korrekten RNA-Konzentration ausgegangen werden konnte. Wenn
die Werte der Quotienten unterschritten wurden, sprach dies fur Kontaminationen mit
beispielsweise Phenol, Proteinen oder Salzen. Daraus resultiert eine Verfalschung
der angegebenen RNA-Konzentration. In dieser Arbeit wurden nur Proben, die die

genannten Kriterien erflllten, verwendet.

4.4.6. Natriumacetat Fallung

Kontaminierte Proben wurden durch eine Natrium-Acetat Fallung weiter aufgereinigt.

Material

Natriumacetat, nukleasefrei?
Isopropanol?
Aqua bidest., nukleasefrei
70% Ethanol?
70 ml  Ethanol absolut
ad 100 ml Aqua bidest.

Lagerung bei RT

Durchfiihrung

Die in Wasser geloste RNA (bei geringem Volumen auf 100 pyl mit nukleasefreiem
Aqua bidest. aufgefiillt) wurde mit 1 Volumen Isopropanol und "1, Volumen
Natriumacetat (NaOAc) versetzt. Durch vorsichtiges Mischen und eine 30 minutige
Inkubation bei RT wurde die RNA ausgefallt. Nach Zentrifugation (12 000xg, 6°C, 10
Minuten) wurde der Uberstand entfernt und das Pellet in 1ml 70 %igem Ethanol
gewaschen und anschlielfend nochmals bei 7 500xg, 6°C, 5 Minuten zentrifugiert.
Das nach Entfernen des Uberstandes getrocknete Pellet wurde erneut in Aqua bidest.

gelost.

Abschlieend erfolgte eine nochmalige Messung der Absorptionen im NanoDrop zur
Evaluierung der 260/230 und 260/280 Werte.
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4.4.7. Kontrolle der RNA-Qualitit mittels Agilent 2100 Bioanalyzer™

Material

Agilent 2100 Bioanalyzer

RNA 6000 Nano Kit, RNA 6000 Nano Reagents, NA Nano Ladder’
RNA 6000 Pico Kit, RNA 6000 Pico Reagents, RNA Pico Ladder’
2100 Expert Software [118]

Durchfiihrung

Vorraussetzung fur eine zuverlassige messenger RNA (mRNA) Quantifizierung ist die
Verwendung von mRNA guter Qualitat. Hierfir wurde die gewonnene RNA einer
Qualitatskontrolle mit Hilfe des Bioanalyzer Systems der Firma Agilent unterzogen.
Dieses auf der Lab-on-a-Chip Technologie basierende System ermdglicht es, die
Fragmentlange der RNA-Molekule digitalisiert zu erfassen und der RNA Qualitat unter
anderem auf Basis der ribosomalen Untereinheiten 18S und 28S rRNA und deren
Verhaltnisse einen Zahlenwert zuzuordnen. Dieser Zahlenwert wird als RNA Integrity
Number (RIN) bezeichnet und bewegt sich im Bereich zwischen 0 (stark degradiert)
bis 10 (intakte RNA). Fur die Versuche dieser Arbeit wurde als Ausschlusskriterium
fur die weitere Verwendung der RNA eine RIN von mindestens 7,0 festgelegt. Die zu
analysierenden RNA-Proben wurden nach Angaben des Herstellers aufgetragen und
mittels der Agilent 2100 Expert Software ausgewertet. Bis zu einer eingesetzten RNA-
Konzentration von 10 ng/ul kam das RNA 6000 Pico Kit zum Einsatz. Wenn RNA

hdher konzentriert vorlag, wurde das RNA 6000 Nano Kit verwendet.
4.5, cDNA-Synthese

Material

QuantiTect Reverse Transcription Kit'®

DNase I, RNase-free®
Super Script lll Transcription Kit"!

Aqua bidest., nukleasefrei
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Durchfiihrung

Mit Hilfe der rekombinanten reversen Transkriptase wurde die in der Gesamt-RNA
enthaltene mRNA in cDNA umgeschrieben, welche daraufhin als Matrize sowohl in
der konventionellen als auch in der quantitativen PCR eingesetzt wurde. Zur
Gewinnung von Matrizen flr die Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) wurde das
,QuantiTect Reverse Transcription Kit“ oder nach erfolgtem DNase Verdau (DNase |,
RNase-free) das ,Superscript Il Kit* verwendet. Es wurden standardmafdig 400 ng/pl
RNA in die Synthese eingesetzt und zur Amplfizierung wurden ,random primer®

benutzt. Die Durchfuhrung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

4.6. Erstellen von Primern

4.6.1. Primer fur die konventionelle Polymerase Kettenreaktion

Die verwendeten PCR-Primer wurden mit der ,Primer Express 3.0“ Software der
Firma Applied Biosystems erstellt [119]. Dabei wurde auf einen Anteil an G/C-
Nukleotiden von ca. 60 %, die gleiche Annealing Temperatur zwischen Primer-
Paaren, die Lange der entstehenden Amplikons und die Lage (mdglichst ,intron
spanning’) geachtet. Als ,intron spanning’ Primer bezeichnet man solche, die nur auf
bereits gesplicter cDNA binden konnen, da sie zum Ende des einen und zu Beginn

des anderen Exons liegen. Somit kdnnen sie keine genomische DNA amplifizieren.

Die Synthese der Primer erfolgte durch die Firma MWG in Ebersberg oder durch die
Firma GATC in Konstanz.

4.6.2. Primer fur die quantitative Polymerase Kettenreaktion

Auch fur die gqRT-PCR-Primer fand die ,Primer Express 3.0.“ Software von Applied
Biosystems Verwendung. Allerdings wurde hier besonders auf die Grofle des
Amplikons (maximal 150 bp) und eine einheitliche Annealing Temperatur (59°C) aller
Primer-Paare geachtet. Die Etablierung der Primer erfolgte nach ihrer Erstellung am

Computer standardmalRig in drei Schritten:
1) positives Signal in der konventionellen PCR
2) Bestatigung des aufgereinigten PCR Produktes durch Sequenzierung

3) Erstellen einer Standardgeraden in der quantitativen PCR
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Gen accession forward reverse

IFN-y NM_205149 TGGCGTGAAGAAGGTGAAAGA TCTGAGACTGGCTCCTTTTCCT
chiL1pB NM_204524 CTGAGTCATGCATCGTTTATGTTTC | AAATACCTCCACCCCGACAAG
chlL6 NM_204628 GCTTCGACGAGGAGAAATGC GCCAGGTGCTTTGTGCTGTA
chlL12p40 NM_213571 AAAGACTGGGCCAAAAGACAAG GCAAAGCGTGGACCACTCA
chlL18 NM_204608 TGGAATGCGATGCCTTTTG AAAAGCTGCCACGTTTAAATCTG
chiL4 NM_001007079 | TGAATGACATCCAGGGAGAGGTTT | ATTCAGGAGCTGACGCATGTT
chlL10 NM_001004414 | CGGGAGCTGAGGGTGAAGT CAGCCAAAGGTCCCCTTAAAC
iINOS NM 204961 AAGCAAACGGCCAAGATCCA CCCACCTCAAGGAGCATGTTG
TLR5 NM_ 001024586 | ACTGCTGGAGGATTTGTTCTTGTT | GGTCCAAGACACGAAGATTTGG
TL1a NM_ 205018 AAAGATGATGGGCAAGGCTGTA GTGCCTGAGCCATACCTTTTG
chlL8 NM_ 205498 CTGGCCCTCCTGGTTTC TGGCGTCAGCTTCACATCTTG
K60 NM_ 205018 AAAGATGATGGGCAAGGCTGTA GTGCCTGAGCCATACCTTTTG
K203 NM_ 204720 CCTGCTGCACCACTTACATAACA GCGCTCCTTCTTTGTGATGAA
Lymphotactin | NM_205046 GCCACAGTTCTCCTGGTCATAGT GCGCATTGACTGACTTGCAA

Tab. 1: Liste der verwendeten qRT-PCR-Primer

4.7.

Konventionelle Polymerase Kettenreaktion

Die PCR ermdglicht durch Verwendung einer hitzestabilen Polymerase und
spezifischen Primern die Amplifikation von DNA-Fragmenten anhand einer DNA-
Matrize. Die Reaktion erfolgt in einem PCR Gerat nach einem definierten Temperatur-
Programm. Pro Zyklus werden hierbei 3 Phasen durchlaufen. Zunachst erfolgt eine
Erhitzung der doppelstrangigen DNA auf 95°C, um die Strange zu trennen, daraufhin

folgt die Anlagerung der Primer bei der Primer-spezifischen Temperatur (Annealing).

In der Phase der Elongation synthetisiert die Polymerase bei 72°C den
komplementaren DNA-Strang.
Insgesamt wurden 35 solcher Zyklen wiederholt, denen initial eine

Denaturierungsphase von 15 min bei 95°C vorgeschaltet und abschlieend eine finale

Elongationsphase von 5 min bei 72°C nachgeschaltet wurde.

4.71. Material

Alle Reagenzien wurden bei -20°C aufbewahrt.

HotFirePol-DNA Polymerase'?
10x Polymerase Puffer B®

Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTP)"°
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MgCI Lésung 25mM°
Aqua bidest., nukleasefrei
Primer Paar in einer Konzentration von 1 pmol/pl

PCR Gerit

4.7.2. Durchfuhrung

Ansatz fur eine PCR-Reaktion:

Reagenz Menge in pl
nukleasefreies Wasser 6,8
Magnesiumchlorid (MgCl) 2,0

10x Puffer B 2,5

dNTP 2,5

Primer sense (forward), Endkonzentration: 20 mM 5

Primer sense (reverse), Endkonzentration: 20 mM 5

DNA Polymerase (Endkonzentration 1U) 0,2
Gesamt 25

Aus diesen Reagenzien wurde ein sogenannter Mastermix fur alle Ansatze angesetzt,
welcher auf die einzelnen Ansatze verteilt wurde. Anschlielend wurde 1 ul (entspricht
400 ng eingesetzter RNA) der gewunschten cDNA bzw. 1pl Wasser als

Negativkontrolle hinzugeflugt.

Die verschiedenen Ansatze wurden im PCR Gerat auf die oben beschriebenen
Temperaturen automatisch aufgeheizt bzw. abgekuhlt und anschlieRend auf einem

Agarosegel analysiert.

Fir die PCR wurden die in Tab. 2 aufgeflhrten Bedingungen gewahlt. Es wurden 35
Zyklen durchgefuhrt.

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale 95°C 3 min 1
Denaturierung

Denaturierung 95°C 30 sec 35
Annealing primerspezifisch 30 sec

2-4 min, je nach

Elongation 72°C Lange des Amplikons

Finale Elongation 72°C 5 min 1

Tab. 2: Reaktionsbedingungen der konventionelle PCR
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4.8. Aufreinigung und Sequenzierung des PCR Produktes

Material

Wizard SV Gel and PCR Clean Up System Kit'®

Durchfiihrung

Zur Aufreinigung von PCR Produkten wurde das Wizard SV Gel and PCR Clean Up

System Kit gemal den Herstellerangaben verwendet.

Zur eindeutigen Bestatigung der Spezifitdat des Primerpaares wurde das Amplikon
sequenziert. Dazu wurde das aufgereinigte PCR Produkt auf 10 — 50 ng/ul eingestellt
und 30 pl dieser Losung in die Sequenzierreaktion eingesetzt. Als Sequenzier-Primer
wurde von dem in der PCR eingesetzten Primerpaar ein Primer, in einer

Konzentration von 10 pmol/ul verwendet.

Die Sequenzierung erfolgte durch die Firma GATC Biotech, Konstanz.

4.9. Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektorphorese ermdglicht eine Auftrennung von DNA-Fragmenten
nach ihrer Lange. Aufgrund einer konstant angelegten Spannung wandern die
geladenen Stucke durch das Gel und kdonnen danach mit Ethidiumbromid (EtBr)

angefarbt und unter UV-Licht sichtbar gemacht werden.

49.1. Material

5x TBE-Puffer
54 g Trishydroxymethyl-aminomethan (TRIS)2
27,59 Borsaure (H:BO3)"
20 ml 0,5 M Ethylendiamintetraacetat (EDTA), pH8°

ad 1000 ml Aqua bidest.

0,5x TRIS-Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer)?

1:10 Verdunnung des 5x Stocks mit Aqua dest.

1%ige Agarose
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0,5g Agarose (Roti®garose Standard)'®
50 ml 0,5x TBE Puffer
vor Gebrauch ansetzen

Lagerung bei RT

6x Loading Dye Solution (Ladepuffer)'
DNA-Ladder-Mix (Marker)'®
Ethidiumbromid-Stammlésung

10 mg Ethidiumbromid (EtBr)°

ad 1 ml Aqua dest.

vor Gebrauch wurde die Lésung 1:1000 in Aqua dest. verdinnt

4.9.2. Durchfihrung

Die in 0,5x TBE-Puffer angesetzte Agarose wurde im Mikrowellenherd erhitzt, bis eine
klare Losung entstand. Die Konzentration des benutzten Agarose-Gels betrug
zwischen 0,5 % und 2 %. Nachdem die Lésung auf ca. 50°C abgekuhlt war, wurde sie
in die GieRvorrichtung mit eingesetztem Probenkamm gegossen. Sobald das Gel fest
war, was nach ungefahr 30 min der Fall war, konnte das Gel in die Gelkammer
uberfuhrt und dort mit dem Laufpuffer (0,5x TBE) tUberschichtet werden.

Die Proben wurden mit dem Ladepuffer vermischt (5 Teile Probe + 1 Teil Puffer) und
in die Taschen des Gels pipettiert. Als Referenz wurde in eine Tasche Marker (DNA-
Ladder-Mix), der verschiedene DNA-Fragmente definierter Lange enthalt, gegeben.
Nach Anlegen einer konstanten Spannung von 100 bis 120 V wanderten die negativ
geladenen DNA-Fragmente im Gel in Richtung der Kathode. Die Fragmente mussen
so lange laufen, bis man davon ausgehen kann, dass sie klar von einander
abgegrenzt sein werden. Je kleiner die Fragmente sind und je niedriger die Agarose-
Konzentration ist, desto schneller wandern sie. Anschliel3end wurde das Gel in eine
EtBr-Lésung Uberflhrt. Die aufgetrennten Fragmente wurden unter UV-Licht sichtbar

gemacht und photographiert.

410. Quantitative Polymerase Kettenreaktion

Die quantitative Polymerase Kettenreaktion (QRT-PCR, Real Time RT-PCR, engl.:
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quantitative polymerase chain reaction) ist eine Methode, die die Moglichkeit der
Quantifizierung von Nukleinsauren bietet und auf dem Prinzip der konventionellen
PCR basiert. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen am Ende
bzw. wahrend eines PCR-Zyklus bestimmt. Die Fluoreszenz nimmt proportional mit

der Menge der PCR-Produkte zu, was eine Quantifizierung moglich macht.

Als Fluoreszenzfarbstoff fand der interkalierende DNA-Farbstoff SYBR Green
Verwendung, dessen Fluoreszenzintensitat sich durch Einlagerung in doppelstrangige
Nukleinsauren verandert (siehe Abb. 2). Allerdings muss bei der Verwendung von
interkalierenden Farbstoffen, um unspezifische Signale auszuschlielen, eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt werden, anhand derer die Fragmentlangen und

dadurch die Spezifitat abgeschatzt werden kann.

Primer
TTTT

cDNA

Polymerase

Abb. 2: Wirkung des interkalierenden Farbstoffes SYBR-Green

Im oberen Teil der Abbildung sind cDNA, Primer und der Farbstoff SYBR Green zu erkennen. Im mittleren Teil
amplifiziert die Polymerase die cDNA und der Farbstoff wird eingebaut. Der letzte Teil zeigt das fortlaufende
Geschehen wahrend der Amplifizierung. Das heil3t je mehr cDNA vervielfaltigt wird und je mehr Farbstoff dadurch

eingebaut wird, desto starker ist die messbare Fluoreszenzintensitéat.

Bei einer Schmelzkurvenanalyse wird die DNA aufgeschmolzen, indem die
Temperatur langsam kontinuierlich erhéht wird (57°C -> 95°C). Bei einer fur das
Fragment spezifischen Schmelztemperatur wird der Doppelstrang wieder in
einzelstrangige Molekule aufgetrennt, wobei der Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt und

eine Fluoreszenzabnahme registriert wird. Die Schmelztemperatur eines Fragmentes
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kann einfach visualisiert werden, indem die erste negative Ableitung dieser
Schmelzkurve (-dF/dT) berechnet wird. In einer von der Software (7300 System SDS
software core application, Version 1.3.1.) generierten Graphik dargestellt, resultiert
der Wendepunkt der Schmelzkurve in einem Peak, dessen Maximum dem der
Schmelztemperatur (Ty) entspricht. Da die doppelstrangige DNA von spezifischen
PCR-Produkten einen hoheren Schmelzpunkt hat als unspezifisch entstehende

Primerdimere, ist eine Unterscheidung moglich (siehe Abb. 3).

Spezifisches Produkt
'

(-dF/dT)

Primer Dimer
}

[\
/X —

ansteigende Temperatur

Abb. 3: Stilisierte qRT-PCR-Schmelzkurve
In dieser Darstellung ist die Unterscheidbarkeit von spezifischen Produkten und Primer Dimeren dargestellt.

4.10.1. Material

Alle Reagenzien wurden bei -20°C aufbewabhrt.

QuantiTect SYBR Green PCR Kit'®
HotStarTagq DNA Polymerase

QuantiTect SYBR Green PCR Puffer

dNTPs



Material und Methoden 53

SYBR Green | dye
ROX dye

Lagerung bei -80°C (nur einmaliges Auftauen. Danach Lagerung bei -20°C)

Wasser fiir die Molekularbiologie

qRT-PCR Primer (5 pmol/pl)

cDNA (urspriinglich eingesetzte RNA-Menge 400 ng)
qRT-PCR-Gerit, 7300 Real Time PCR System?

4.10.2. Durchfiihrung

Wahrend der ganzen Durchfiihrung wurde unter einer Sicherheitswerkbank mit
Handschuhen und Filterspitzen gearbeitet. Die Primer wurden in einer Konzentration
von 5 pmol/yl eingesetzt. Eine Portion des SYBR-Green Kits wurde aufgetaut und

dunkel gelagert und anschlielRend nicht wiederverwendet.

Folgendes Pipettierschema wurde durchgefuhrt.

Reagenz Menge in pl
Primer sense 1,5

Primer antisense 1,5
nukleasefreies Wasser 8,5
SYBR-Green Mastermix 12,5

cDNA 1

Gesamt 25

Tab. 3: Pipettierschema eines einzelnen Ansatzes der quantitativen PCR
Von jeder Probe wurden Duplikate und je Gen eine Negativkontrolle gemessen.
In eine speziell fur die gRT-PCR angefertigte 96-well-Platte wurden die Proben (25 pl

pro Delle) gegeben. Die Platte wurde mit einer speziellen Folie luftdicht geschlossen

und konnte im Anschluss in das gqRT-PCR-Gerat gestellt werden.

Mit der dazu gehorigen Software (7300 System SDS software core application,
Version 1.3.1.) und dem folgenden Protokoll wurde der Lauf gestartet.

Phase Temp. Zeit Wdh der Funktion
Phasen
Phase 1 95°C 15 min 1 mal Initialer Aktivierungsschritt
Phase 2 94°C 15 sec 40 mal Denaturation
59°C 30 sec Annealing
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72°C 30 sec Elongation
Phase 3 95°C 15 sec 1 mal

57°C 30 sec Dissoziationskurve

95°C 15 sec

Tab. 4: Reaktionsbedingungen der quantitativen PCR

4.10.3. Auswertung

Fir jedes, mittels Primer Express Software generierte Primer-Paar wurde zunachst
die Effizienz in der qRT-PCR geprift. Hierzu wurde fur jedes Primer-Paar eine
Standardkurve auf der (iber 7 Verdiinnungsstufen (107 bis 107) titrierten cDNA einer
Huhnermilz erstellt und anschliel3end die Effizienz E Gber lineare Regression aus der
Steigung m der Standardgerade im linearen Bereich nach der Formel E=10¢"™

berechnet.

Die Auswertung der qRT-PCR-Laufe mit den zu untersuchenden Proben als Matrize
(Templates) erfolgte durch Schmelzkurven-Analyse und Berechnung der mRNA-
Expressionsniveau der untersuchten Gene. Fur jede Probe erhielt man einen CT-
Wert, also den ,Cycle Threshold®, der die Amplifikation beschreibt. Der Schnittpunkt
der sigmoiden Kurve mit dem Threshold Cycle wurde dann zum Vergleich der
Expressionsstarken herangezogen. Folglich entsprachen hohe CT-Werte einer

geringen Menge an Template, da hier der Schwellenwert erst spat erreicht wurde.

Nach Mittelung der CT-Werte der Duplikate der untersuchten Proben folgte die
Berechnung des ACT-Wertes durch Abzug des gemittelten CTs des Housekeeping-
Gens 18S rRNA von dem Proben-CT (Normalisierung). Der 0-Stunden-Wert wurde
willkrlich als Referenzzeitpunkt gesetzt und hierauf wurden alle anderen Werte
kalibriert (Kalibrierung). Dabei resultierte unter Abzug des ACT-Wertes der O-
Stunden-Probe von dem erhaltenen ACT-Wert der Probe der AACT-Wert, der
nachfolgend zur Berechnung der n-fachen Expression in die Gleichung 224¢7

eingesetzt wurde.

4.11. Salmonellen

Im Mai 2007 kam es in Fulda (Deutschland) zu einem Salmonelloseausbruch, bei
dem insgesamt 263 Menschen erkrankten. Der Salmonellen-Serotyp wurde aus den
betroffenen Patienten isoliert und als S. enteritidis indentifiziert. Zeitgleich wurden

auch nahe gelegene Huhnerbestande beprobt. Bei dem hier benutzten Salmonellen-
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Stamm handelt es sich um solch ein Isolat, welches aus einem Hihnerbestand nahe
Fulda im Jahre 2007 isoliert wurde. Die Isolate wurden vom Robert-Koch-Institut (RKI,
Postfach 650261 D -13302 Berlin) zur Verfugung gestellt. Dementsprechend ist die

Stamm-Nummer auf die Nomenklatur des RKIls zuriickzufiinren.

411.1. Stamme
In dieser Arbeit wurden folgende zwei Salmonellenstdmme verwendet:
1) Genotyp: Salmonella enterica ssp. enterica
Lysotyp 4/6
Ribotyp IC
KTSC-Nr.: 4966, Stamm 07-05689
Isolat: Haushuhn
2) identisch mit 1), allerdings mit griin fluoreszierendem Protein

(GFP, engl.: green fluorescent protein) transformiert.

4.11.2. Einfrieren der Salmonellenstamme

Material

LB-Broth-Medium?®
25 g Lysogeny Broth (LB) Medium
ad 1 000 ml Aqua dest.

Glycerol"

Lagerung bei RT

Durchfiihrung

Zum Einfrieren der Salmonellen werden 800 ul der in LB-Broth-Medium
aufgenommenen Bakteriensuspension mit 200 pl Glycerol versetzt und bei -80°C

eingefroren.
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4.11.3. Invasionsassays

Material

Salmonellen Serovar

Gelagert bei -80°C

Makrophagenkultur

LB-Agar-Platten nach Lennox'®

10 g/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt
5 g/l NaCl
15 g/l Agar-Agar
pH-Wert bei 7,0

Gentamicin'"

Zwei verschiedene Konzentrationen: 10 und 50 pug/ml

Lagerung bei -20°C

LB-Broth-Medium nach Lennox'®

Triton-X-100""

0,1%ig

RPMI-Medium®

8 %
2%
1%

Fetales Rinderserum (FBS, engl.: fetal bovine serum)®
Hiihner Serum (chS, engl.: chicken serum)®

Penicillin-Streptomycin-Lésung®
(100 IE/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin)

Lagerung bei —20°C

Drigalski-Spatel

Impfosen
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Durchfiihrung

Die primaren Huhnermakrophagen wurden wir unter Punkt 4.2 gewonnen.

72 Stunden nach der Praparation fand der Assay statt.

Am Vorabend eines Invasionsassays mussten die Bakterien zunachst auf einer
Agarplatte wachsen. Sie wurden mit Hilfe einer Impfose auf Agarplatten
ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Am nachsten Morgen wurde eine
Einzelkolonie in LB-Medium Uberfihrt und bei 37°C mit 500 Umdrehungen bei
aeroben Bedingungen inkubiert. Nach ca. 4 Stunden wurde die optische Dichte (OD)
bei einer Wellenlange von 600 nm gemessen (ODegoo). Aus vorherigen Versuchen war

bekannt, dass eine ODggo von 2 einer Salmonellenzahl von etwa 1x10%/ml entspricht.

Es wurden MOIs von 0,5 bis 10 ausgetestet. Die tatsachlich benutzte MOI konnte in
den Invasionsassay erst am Ende des Experimentes errechnet werden, indem
parallel zum Invasionsassay Salmonellensuspensionen in einer Verdlinnungsreihe
ausgestrichen wurden und am nachsten Tag auf die urspringliche Bakterienzahl

ruckgerechnet werden konnte.

Nachdem die Makrophagenkultur infiziert worden war, wurden die Zellen fir 10 min
bei 250xg in einer Plattenzentrifuge zentrifugiert, damit die Salmonellen zeitgleich die
adharenten Makrophagen erreichten, um moglichst konstante und somit
reprasentative Ergebnisse zu erzielen. Im Anschluss daran wurden sie fur 30 min bei
40°C inkubiert, worauf eine Gentamicin-Behandlung folgte, die alle sich noch
extrazellular befindlichen Salmonellen totete. Zuerst wurde das bakterizide
Antibiotikum fir eine Stunde in einer Konzentration von 50 ug/ml und anschlielend in

einer Erhaltungsdosis von 10 ug/ml eingesetzt.

Die Ruckgewinnung der intrazellularen Salmonellen erfolgte je nach Versuchsaufbau
zu unterschiedlichen Zeiten, nach 1,5 Stunden fand jedoch der erste
Mediumswechsel statt, da die Gentamicin-Konzentration nach genannter Zeit
erniedrigt wurde. Geerntet wurden die Makrophagen, indem sie nach dreimaligem
Waschen mit PBS mit Triton-X-100 mit einem Zellschaber abgekratzt wurden. Die
Suspension wurde in einem Reaktionsgefal® aufgenommen und auf Agarplatten mit
Hilfe eines abgeflammten Drigalski-Spatels ausgestrichen. Die Bakterien wurden in
einem 5fachen Ansatz ausgestrichen, um einen reprasentativen Mittelwert zu

erhalten.
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Alle Agarplatten wurden nach dem Ausplattieren Uber Nacht inkubiert. Am nachsten
Tag konnten die ruckisolierten Salmonellen, die sich mittlerweile zu mit blolem Auge
sichtbaren Kolonien vermehrt haben, gezahlt werden. Daraufhin folgte die

Auswertung des Invasionsassays.

Invasionsassay
Versuchsaufbau

Zentrifugation 72 Std

I,

(=] (=) o (=]
' Makrophagen-Monolayer

Vollblut PBMC's

3x mit PBS waschen
Infektion mit Salmonella enteritidis, MOI 0,5
l 30 Minuten
Mediumwechsel, mit 50 pg/ml Gentamicin
l 1 Stunde

Mediumwechsel, mit 10 pg/ml Gentamicin

|

Ernte der Makrophagen

Abb. 4: Versuchsaufbau eines Invasionsassays
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Auswertung

Zum einen konnte nun mit Hilfe der durch einen Dreisatz errechneten tatsachlich
benutzten MOI und zum anderen durch die ausgezahlten Kolonien die Invasion bzw.

das Wachstum errechnet werden.

4.11.4. Stimulation durch LPS und IFN-y

Material

Lipopolysaccharid (LPS)"

Konzentration: 10 ug/ml, Lagerung bei -20°C

Interferon gamma (IFN-y) (1:100)

In COS-Zellen exprimiertes Huhner IFN-y. Hierbei handelt es sich um
zytokinhaltigen Zellkulturiberstand. Nach Titration hat sich eine 1:100

Verdinnung als optimal flr die Makrophagenaktivierung erwiesen.

Lagerung bei -20°C

Durchfiihrung

Makrophagen wurden wir unter 4.2.2 beschrieben isoliert und kultiviert. Die Kulturen
wurden zeitgleich mit der Isolation mit LPS (10 pg/ml) und IFN-y (Zellkulturiberstand
1:100, nahere Beschreibung der Konzentration siehe 4.11.4) stimuliert. Diese

Konzentration wurde konstant so auch nach Waschvorgangen aufrecht erhalten.

4.12. Microarrayanalysen

Zur Analyse der Proben der vorliegenden Arbeit wurden die Agilent Oligonukleotid

Microarrays, die naher ab Punkt 4.12.1 erlautert werden, verwendet.

4.12.1. Agilent Microarray

Die von Agilent hergestellten Arrays kdnnen in unterschiedlichen Formaten produziert
werden. Fur die vorliegende transkriptomische Untersuchung wurde der ,Agilent 4x44
K chicken-Genom®“ Katalog-Array verwendet. Dieser erlaubt die gleichzeitige Analyse
von 4 Proben mit je 44 000 Spots auf einem Slide. Jeder Spot reprasentiert eine aus

60 Nukleotiden (auch Oligonukleotid oder 60mer genannte) bestehende Sequenz, die
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mit einem speziellen Druckverfahren auf einen Glastrager synthetisiert wurde.

4.12.2. Custom (dt.: Kunde) array

Einerseits kann ein  Agilent-Array  vorgefertigt mit allen  bekannten
Huhnergenomsequenzen bestellt werden, andererseits kann es mit Sequenzen,

individuell an eigene Fragestellungen angepasst, erweitert werden.

In dem online verfuigbarem Programm ,eArray® wurden GenIDs oder
Nukleotidsequenzen der Gene geladen und durch spezielle Algorithmen fur das Gen
spezifische Oligonukleotide berechnet. Fir die Gestaltung der hier genutzten chicken-
Immun-Arrays wurden 1699 zusatzliche Gene, die speziell Funktionen des

Immunsystems zuzuordnen sind, auf das Array synthetisiert.

4.12.3. Annotation

Das hier verwendete ,Agilent 4x44K chicken-Genom" Katalog-Array besteht aus
44 000 spots, das heildt aus 44 000 aus 60 Nukleotiden bestehenden Sequenzketten.
Von dem Hersteller Agilent war jeder Sequenz eine Nummer, die sogenannte
ProbelD, zugeordnet. Doch von den 44 000 Sequenzen bzw. ProbelDs waren
lediglich ca. 6 000 einer Gen- oder Protein-IDs zugeordnet. Um funktionelle Aussagen
uber die Genregulation treffen zu konnen, muss diese Information allerdings
vorliegen. Deshalb wurde mit folgenden Datenbanken und dem Programm ID

Converter die Liste der annotierten Gene des Huhnes erweitert.

Material

ENSEMBL cDNA Datenbank [120]

mRNA Datenbank von NCBI, genome [121]
cDNA Datenbank von GenScan [122]

EST Datenbank von NCBI [123]

DAVID (ID Converter) [124]

Babelomics (ID Converter) [125]

G:Profiler (ID Converter) [126]
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Durchfiihrung

Fur die Annotation der Arrays ermoglichte eine eigens fur das Projekt FBI-Zoo
entwickelte Blast-Software den Abgleich der Oligosequenzen mit der NCBI
Huhnergenom-Datenbank. Zudem wurde ein Abgleich mit oben genannten
Datenbanken durchgefuhrt, die freundlicherweise vom Genzentrum der LMU
Muanchen mittels automatisierter BLAST-Suche unterstutzt wurde. Erganzend wurden
die Daten auch gegen das im Verlaufe der Arbeit verfugbar gemachte Zebrafink-

Genom geblastet.

Genom-und Protein-IDs wurden mit Hilfe der genannten online ID-Converter (dt.:

Umwandler) in offizielle Gensymbole umgewandelt.

4.12.4. cDNA Synthese

Material

One-Color Spike-In-Kit'
Quick Amp Labeling Kit, one color’
Durchfiihrung

Als positive Kontrolle des gesamten Arbeitsablaufs bis zur Hybridisierung der Arrays
wurden der RNA sogenannte Spike-In-RNAs zugesetzt. Diese bestehen aus 10
definierten Transkripten mit minimaler Selbst- und Kreuz-Hybridisierung (in vitro
synthetisierte Adenovirus E1A Gen Derivate). Diese RNA Fragmente wurden mit der
zu untersuchenden RNA weiter prozessiert (cDNA und cRNA Synthese) und binden
bei der Hybridisierung an spezifischen Spike-In-Probes, welche speziell entwickelt
wurden, so dass sie keine komplementaren Sequenzen zu biologischen Replikaten

aufwiesen.

Die bendtigte Gesamt-RNA-Menge von 500 ng wurde nach Angaben des Herstellers
mittels einer rekombinanten reversen Transkriptase 1:1 in cDNA umgeschrieben. Als
Primer fur die reverse Transkriptase wurden T7-Promotor-Primer eingesetzt. Sie
binden an poly-Adenosin RNA Abschnitte (poly-A-Schwanz der mRNA).
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4.12.5. cRNA Synthese

Material

Quick Amp Labeling Kit, one color’

Wahrend der cRNA Synthese kam es neben der Umschreibung von cDNA in cRNA
auch zu einer Amplifikation durch die T7-RNA Polymerase. Dabei wurden in die neu
synthetisierte cRNA spezielle Nukleotide eingebaut, die zuvor mit einem
Fluoreszenzfarbstoff  markiert ~wurden. In  vorliegender Arbeit wurden
Cytosintriphosphate (CTP) verwendet, die mit einem Polymethin-Farbstoff, dem
Cyanine3 (Cy3), gekoppelt wurden. Die Durchfihrung erfolgte nach den Angaben des
Herstellers, lediglich die Inkubations-Zeit bei 40°C wurde von 2 Stunden auf 2 %
Stunden erhoht.
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Abb. 5: Schematische Darstellung des Einbaus von fluoreszensmarkierten Nukleotiden in die cRNA
Mit Cyanine 3 (Cy3), welches ein fluoreszierender Farbstoff ist, markierte cRNA-Fragmente werden mit Hilfe einer

Polymerase in den neusynthetisierten komplemetaren cDNA-Strang eingebaut.
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4.12.6. Aufreinigung und Bestimmung der spezifischen Cy3 Aktivitat

Material

RNeasy Mini Kit'

Um Riickstande aus den vorausgegangenen Reaktionen (Pyrophospate, Enzyme,
nicht gebundene Cy3-CTP) aus den Proben zu entfernen, wurde nach den Angaben

des Herstellers eine Silikatmembran basierte Aufreinigung der cRNA durchgefihrt.

Zur Bestimmung der Gesamt-cRNA Ausbeute und der spezifischen Cy3-Aktivitat
wurden die jeweiligen Absorptionen der Proben im NanoDrop gemessen. Die
gemessene Cy3 Konzentration wird in pmol/yl angegeben und wurde zur Gesamt-
cRNA Menge, die in pyg vorlag, ins Verhaltnis gesetzt. Hieraus ergab sich die
spezifische Cy3 Aktivitat. Als Ausschlusskriterium flr die weitere Verwendung der
cRNA wurde eine cRNA-Gesamtmenge von mindestens 1,65ug und eine spezifische

Cy3 Aktivitat von Uber 9,0 pmol Cy3 pro ug cRNA festgelegt.

4.12.7. Fragmentierung der cRNA

Material

Gene Expression Hybridisation Kit'
Durchfiihrung

Zur Optimierung der Hybridisierungskinetik missen die cRNA Strange nach Angaben
des Herstellers fragmentiert werden. Um dies standardisiert zu erreichen, wurde jeder
Probe (1,65 ug cRNA) einzeln ein Fragmentationspuffer zugegeben und exakt 30
Minuten bei 60°C inkubiert. Durch HinzuflUgen des Hybridisierungspuffers wurde die
Fragmentation gestoppt und die Probe in ein geeignetes Medium fir die

Hybridisierung uberfuhrt.

4.12.8. Hybridisierung der Arrays

Material

Gasketslides'



Material und Methoden 64

Durchfiihrung

Zur Hybridisierung wurden 100 yl der Hybridisierungsflussigkeit mit dem Array
inkubiert.

Alle Arbeitsschritte wurden mit puderfreien Handschuhen durchgefuhrt, Slides durften
nur seitlich berihrt werden und die Luftexposition der Arrays wurde durch rasches

Arbeiten minimiert.

Zunachst wurde in eine Hybridisierungskammer ein Gasketslide eingelegt. Dabei
handelt es sich um einen Glastrager auf dem entsprechend dem Arrayformat 4x44K
angepasst ringformige Gummidichtungen aufgebracht sind. Die
Hybridisierungsflissigkeit wurde mittig in diesen Gummiring pipettiert, wobei
besonders darauf geachtet wurde, dass der Dichtungsring keinen Kontakt zur
Flussigkeit hatte. Durch Auflegen eines Arrayslide entstand zwischen den beiden
Glastragern ein durch den Gummiring abgedichteter Raum (Gasket-Array-Sandwich).
Nach dem Schlief3en der Hybridisierungskammer wurde kontrolliert, ob die gesamte
Arrayflache vollstandig benetzt wurde, damit keine immobilen Luftblasen die
gleichmalige Hybridisierung behindern konnten. Die Arrays wurden 17 Stunden in
einem Hybridisierungsofen bei 65°C und 10 rpm inkubiert, wobei durch eine einzelne
mobile Luftblase und die gleichmalige Drehung der Arrays wahrend der
Hybridisierung eine kontinuierliche Durchmischung der Hybridisierungsflissigkeit

gewahrleistet wurde.
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=

Arrayslide
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Gasket-Array-Sandwich
(seitliche Ansicht)

— Ansicht von oben
mit definierter Luftblase

Abb. 6: Aufbau eines Gasket-Array-Sandwich

In dieser Darstellung ist ein Gasket-Array-Sandwich graphisch erlautert, worauf unter 4.12.8 naher eingegangen

wurde.

4.12.9. Waschen und Einlesen (Scan) der Arrays

Material

Gene Expression Wash Buffer1’
Gene Expression Wash Buffer2'

Triton X-102'

Die Waschschritte dienen der Entfernung von nicht gebundenen cRNA Fragmenten.
Aufgrund der besonderen Oberflacheneigenschaften der Glastrager ist keine weitere

Behandlung wie Trocknen oder Fixieren notwendig.

Nach Entnahme der hybridisierten Arrays aus dem Hybridisierungsofen wurde das
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Gasket-Array-Sandwich aus der Hybridisierungskammer gehoben und in ein Bad mit
500 ml Waschpuffer 1 bei Raumtemperatur (RT) verbracht. Mit einer Pinzette wurden
Array und Gasketsilde voneinander getrennt. Danach wurden die Arrayslides in einen
Glastragerhalter gestellt, der sich bereits in einem Bad mit 500 ml Waschpuffer1 bei
RT befand. Diese Schritte wurden fur drei weitere Arrayglastrager wiederholt. Der
Glastragerhalter mit den Arrays wurde daraufhin far 1 min in ein Bad mit 500 ml
Waschpuffer2 bei einer Temperatur von 31°C gegeben. AnschlieRend wurde der
Glastragerhalter langsam aus der FlUssigkeit herausgezogen, damit durch

gleichmaliges AbflieRen Waschpufferrickstande vermieden werden konnten.

Nach Einlegen der Arrays in spezielle Halterungen wurden diese im Agilent G2505C

Scanner bei einer Auflésung von 3 ym gescannt.

4.13. Software zur Auswertung der Microarrays

4.13.1. Auswertung durch die Agilent Feature Extraction Software

Die Feature Extraction Software, Version 10.5.1.1, wurde zum einlesen und
prozessieren der Bilddatei des Scans genutzt, so dass die Daten den weiteren
Analysen zuganglich wurden. Durch ein Raster, welches auf jedes Array gelegt
wurde, konnte jedem ,Feature® der Agilent Probe ein Identifikator (ProbelD)
zugeordnet werden. Zudem ermittelte die Software die Feature-Signalintensitat und
rechnete diese in einen Zahlenwert um. Features, die ein abnormes Muster zeigten,
wurden erkannt und somit von weiteren Analysen ausgeschlossen. Durch die
mitgeflihrten RNA Spike-Ins berechnete das Programm fur jedes Array einen
Qualitatsreport. Dieser Report ermdglichte den gesamten Arbeitsablauf, von der
Probenpraparation Uber die Fluoreszenzmarkierung bis hin zur Hybridisierung,
bezlglich der Qualitat und Reproduzierbarkeit zu evaluieren (Probendegradation,
Waschartefakte oder Ozonexposition). Ebenfalls Uber die Spike-In-Probes wurden der
lineare Bereich der Quantifikation sowie die Nachweisgrenze und der Punkt der

Sattigung errechnet.

4.13.2. Auswertung durch die Software Bioconductor ,R“ v2.9.1

Das Programm ,R“ bietet eine Programmiersprache und eine umfangreiche
statistische Ausstattung zur Datenanalyse und graphischen Auswertung. Durch

erganzende Erweiterungspakete wurde das Programm speziell an die
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Analysevoraussetzungen von Microarraydaten angepasst.

Mittels ,R“ wurden die Daten einer VSN (Variance Stabilization and Normalization)
Normalisierung unterzogen. Anschliel3end erfolgte durch das Geneplotter-Paket eine
graphische Darstellung der Arrays in einer heatmap. Die VSN Normalisierung basiert
auf der Annahme, dass Microarraydaten aufgrund der Signalintensitat variieren, und
eine Transformation gefunden werden kann, nach der die Varianz annahernd
konstant ist. Durch die VSN Normalisierung werden die Expressionsdaten

logarithmiert (naturlicher Logarithmus).

Als Eingabedatei wurde eine tabstop getrennte Textdatei mit den gProcessedSignal

Werten von allen Arrays verwendet.

4.13.3. Auswertung durch die Software SAM

Significance Analysis of Microarrays (SAM), Version 3.08, ist eine statistische
Methode, um in Microarrayexperimenten signifikant regulierte Gene zu identifizieren.
Durch wiederholte Permutationen der Daten wurde bestimmt, ob die Expression eines
Gens gegenuber einer Kontrolle im Vergleich zu einem anderen Infektionszeitpunkt
signifikant verandert ist. Das Limit der Signifikanz wurde auf Basis der ,False
Discovery Rate* (FDR) festgelegt. Anhand der ,Response variable* wurden die Arrays
entsprechend dem experimentellen Ansatz in Gruppen eingeteilt. In vorliegendem

Experiment wurden zwei unterschiedliche Methoden zur Analyse ausgewahlt.

Mittels der ,Two class, unpaired® Auswertung konnten zwei Gruppen mit
unterschiedlichen Proben miteinander verglichen werden. Zum Bespiel ein
Infektionszeitpunkt mit einem anderen (two class), wobei jeder dieser Zeitpunkte
mehrere biologische Replikate umfasste (unpaired). Eine ,Two class, unpaired®
Auswertung wurde fur nicht infiziert gegen 5 Std p.i., 5 Std p.i. gegen 12 Std p.i., 12
Std p.i. gegen 24 Std p.i. und schlieBlich 24 Std p.i. gegen 48 Std p.i. durchgefihrt.

Eine ,Multiclass* Analyse bietet die Moglichkeit, signifikante Probes in mehreren
Gruppen zu finden, wobei auch hier ungepaarte Proben eingesetzt wurden. Fir diese
Experimente wurde eine ,Multiclass” Analyse Uber alle finf Zeitpunkte (nicht infiziert,
5 Std p.i., 12 Std p.i., 24 Std p.i., 48 Std p.i.) durchgefuhrt.

Als Eingabedatei diente ein Exceltabellenblatt mit der ProbelD und den normalisierten

gProcessedSignal Werten. Zudem wurde in der zweiten Zeile eine Kennzeichnung
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der ,Response variable* eingeflugt. Fur ,Two class, unpaired* wurden die zu
vergleichenden Gruppen als 1 und 2 beziffert, in der "Multiclass™ Analyse mit 1, 2, 3, 4
und 5.

4.13.4. Berechnung der Expressionsanderung (fold change)

Der fold change (FC) ist eine mathematische Operation, die wiedergibt wie stark zwei
Variablen voneinander differieren. Dabei wurden die Expressionsdaten einer Gruppe
2 ins Verhaltnis zu einer Gruppe 1 gesetzt, womit die Expressionsanderung von

Gruppe 2 relativ zur Gruppe 1 dargestellt werden konnte.

Die Berechnung des FC erfolgte in einem Microsoft Excel Tabellenblatt. Als
Ausgangswerte  wurden die normalisierten und damit logarithmierten
gProcessedSignale in eine Tabelle eingefigt. Zum Errechnen des FC wurde folgende

Formel verwendet:
FC=EXP(MITTELWERT(Gruppe2)-MITTELWERT(Gruppel))

Ein Wert von 1 bedeutet, dass keine Unterschied zwischen den Infektionszeitpunkten
besteht. Werte Uber 1 stehen fur eine hohere Expression in der Gruppe 2, wahrend

ein Wert unter 1 eine Herunterregulation gegentber der Gruppe 1 indiziert.

Zur besseren Interpretation der herunter regulierten FC-Werte wurde folgende Excel
Funktion durchgefuhrt:

=WENN(FC<1;-1/FC;FC)
Eine WENN-Funktion gliedert sich in drei sogenannte Argumente.
Prufung: steht fur die Bedingung > WENN der FC kleiner 1 ist.

Dann-Wert: Was tun, wenn die Priufung stimmt? - Nehme -1 geteilt durch den FC-
Wert.

Sonst-Wert: Was tun, wenn die Prufung nicht stimmt? - Belasse den FC-Wert

unverandert.

Als Ergebnis bleiben FC-Werte groRer oder gleich 1 unverandert, wahrend bei
Werten kleiner 1 der negative Kehrwert des FC gebildet wurde. Damit entsprach ein

FC von 0,5 nach folgender Umrechnung:

X=-1/0.5=-2
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und damit einer 2fachen verminderten Expression des Gens.

4.13.5. Anwendung der Microsoft Office Access 2003 Datenbanksystem

Microsoft Access wurde verwendet, um Daten aus verschiedenen Analysen in
direktem Vergleich gegentber zu stellen und Eingabedateien fur weitere Analysen zu

erstellen.

Als Beispiel wurden die Ergebnisse der Signifikanzanalyse (SAM), der berechneten
Expressionsanderung (fold change) und den normalisierten Expressionsdaten (R) in
einer Abfrage kombiniert. Durch Anlegen von Filterfunktionen konnten aus dieser
Abfrage neue Tabellen generiert werden, in welcher nur Gene mit einem mindest fold
change von x und einer false discovery rate von y % aufwiesen. Durch Kombination
dieser Daten mit den normalisierten Expressionswerten wurden Eingabedateien flr

weitere Analysen anfertigt.

4.13.6. Auswertung durch die Software Pathway Express

Das online Programm Pathway Express (Inteligent Systems and Bioinfoermatic
Laboratory, Department of Computer Science, Wayne State University, Detroit) kann
Gene darauf prifen, ob sie in einem bekannten Signalweg vorkommen. Dazu greift
das Programm auf die KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)

Datenbank zu.

Als Eingabedatei (,input file*) wurde eine Textdatei mit dem homologen humanen
Gensymbol und dem FC von allen signifikant regulierten Genen erstellt. Die
Referenzdatei (,reference file") enthielt alle ortologen humanen Gensymbole die auf

dem Array vorhanden sind.

Uber ein Internet Portal wurden die Daten in das Programm geladen. Die Ergebnisse

wurden als textformatierte Dateien gespeichert.

Der Impact Faktor der zu jedem Signalweg angegeben wurde, spiegelt die
Eindeutigkeit der enthaltenen Gene und deren Lage im Signalweg wieder. Aus der
errechneten Signifikanz der Signalwege (engl.: probability-value, p-Wert), dem FC
und dem Impact Faktor berechnete das Programm einen korrigierten gamma p-Wert
(engl.: corrected gamma p-value). Als Grenzwert fir die biologische Relevanz des

Signalwegs wurde ein corrected gamma p-value von kleiner 0,25 festgelegt.
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Die Graphiken zu den Signalwegen wurden Uber die Webseite der KEGG Datenbank

abgerufen.

4.13.7. Auswertung durch die Software Expander

Die Expander Software ist eine auf Java basierende Anwendung zur Analyse von
Genexpressionsdaten. Im Besonderen wurden Clusteranalysen und weiter folgende
Anreicherungs-Analysen, wie gene-ontology und Transkriptionsfaktorenanalyse in

diesem Programm durchgefihrt.

Folgende Analysen wurden immer vergleichend zwischen zwei Infektionszeitpunkten
durchgefuhrt.

Als Eingabedatei wurde eine tabstop getrennte Textdatei erstellt. Daflr wurden die
ProbelDs von allen auf dem Array vorhandenen features mit den jeweils dazu
gehorenden normalisierten gProcessedSignal und dem entsprechenden Gensymbol
aufgelistet. Die Konversionsdatei wurde aus allen ProbelDs und den zu diesen

zugeordneten Ensembel Gene IDs erstellt.

Zunachst wurden die Daten einer Medianisierung unterzogen (Mean 0 and Variance
1) und ein t-Test auf Basis der FDR (engl.: false discovery rate) durchgefuhrt (p-value
kleiner 0,01).

Durch eine Clusteranalyse wurden Gene, die ein ahnliches Expressionsverhalten
zeigten, in Gruppen (engl.: cluster) unterteilt. Ein gutes Cluster sollte zwei Kriterien
erfillen: eine hohe Homogenitat der Gene innerhalb des Clusters und eine klare

Abgrenzung zu anderen Clustern.

Zur funktionellen Analyse wurden die Gene der Cluster anhand der Esemble GenelD
in funktionelle Gruppen unterteilt (Gene Ontology, GO). Fir diese Analyse wurde die
TANGO Software von Expander eingesetzt, die fur jede funktionelle Gruppe einen

empirischen p-Wert berechnet.

4.13.8. Auswertung durch die Software MEV

Die Software Multi Experiment Viewer (MEV), Version 4.5.1, bietet die Mdglichkeit
mehrere in einem Experiment erstellte Gruppen gemeinsam auszuwerten. Mittels
MEV wurden Clusteranalysen Uber die Gruppe mit nicht infizierten Tieren (entspricht

Infektionszeitpunkt 0) und alle 4 Infektionszeitpunkte erstellt und graphisch
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ausgewertet.

In die Analyse wurden die in SAM Multiclass signifikant regulierten Gene eingesetzt,
die einen FC von mindestens +/-2 zeigten. Fir eine Kkorrekte Darstellung der
Expressionswerte wurden diese Uber alle Infektionszeitpunkte gemittelt. Die
normalisierten und logarithmierten gProcessedSignal Werte wurden mit dem
zugehorenden ProbelD in einem Excel Tabellenblatt (Tabelle1) zusammengestellt.
Ein zweites Tabellenblatt wurde nur mit den Uberschriften und den ProbelDs erstellt.

Im ersten Datenfeld des zweiten Tabellenblatts wurde folgende Formel eingegeben:
=Tabellel!B2-MITTELWERT(Tabelle1$B2:$x2)
(wobei x der letzten Datenspalte in der ersten Tabelle entspricht)

Dadurch wird der Mittelwert aller gProcessedSignals eines features von jedem
Einzelwert dieses features subtrahiert. Ein negativer Wert bedeutet, dass die
Signalintensitat unter dem Durchschnitt aller Signalintensitaten dieses features liegt.

Diese Formel wurde auf den gesamten Datenbereich kopiert.

Als Eingabedatei wurde eine tabstop getrennte Textdatei erstellt, die die ProbelD mit

Gensymbol und die nun auch gemittelten gProcessedSignals enthielt.

Zunachst wurde eine hierarchische Cluster-Analyse (Hirarchical Clustering HLC,
sample tree) der Probenarrays durchgefihrt (Metrik: Pearson correlation, Iterationen:
100). Anhand der resultierenden Graphik lies sich abschatzen wie ahnlich sich die
Proben innerhalb eines Zeitpunktes beziehungsweise die Zeitpunkte zu einander
sind. Die baumartige Darstellung zeigt je nach Entfernung der Knotenpunkte

zueinander, wie eng sich die Beziehung zwischen den verglichenen Proben darstellt.

Um Gene mit ahnlichen Expressionsmuster zu clustern, wurde eine Self Organizing
Tree Algorithem (SOTA) Analyse durchgefuhrt (Metrik: Pearson correlation). SOTA
erstellt ein Dendrogramm (binarer Baum) in welchem jeder Endpunkt einem Cluster
gleichsteht. Die Einstellungen des Programms mussen dabei abhangig von Anzahl
der Gene und deren Diversitdt angepasst werden. Die Option ,max. Cycles”
reprasentiert die maximale Anzahl an lIterationen, die erlaubt sind. Die Anzahl der
erhaltenen Cluster entspricht der ,max. Cycle" +1. Die ,max. Cell Diversity* gibt die
maximal erlaubte Diversitat in einem Cluster an. Erganzend gibt ,min. Epoch Error
Imrovment* einen Grenzwert fur den Beginn eines neuen Zyklus und damit der

Aufspaltung in ein neues Cluster an.
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4.14. Histologie

In vorliegender Arbeit wurden zwei histologische Methoden angewandt: Hamatoxylin-

Eosin (HE)-Farbung und Giemsa-Farbung.

4.14.1. Material fur die HE-Farbung

In Paraffin fixierte Proben
Macrosetten
Einbettschadlchen
Neutral gepufferte Formalin Léosung (NPF)

100 ml  Formalin (37%ig)?

4 g Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat (NaH,PO4xH,0)?
6,59 Di-Natriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)?
ad 1 Liter Aqua dest.

Lagerung bei RT

Ethanol-Losung (40%, 50%, 60%, 70%, 96%)
entsprechend 99 % Ethanol ad 1 Liter Aqua dest.?

Lagerung bei RT

99%ige Ethanol-Lésung?

Lagerung bei RT

Isopropanol?

Lagerung bei RT

Xylol?

Lagerung bei RT

Paraffin 1, 3, 6 und 9"

Lagerung bei 60°C

SuperFrost®Plus Objekttriger®
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Phosphat gepufferte Salzlosung (PBS)
40 g Natriumchlorid (NaCl)?
5,759 DlInatriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)?
1g Kaliumchlorid (KCL)?
1 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)2
ad 1 Liter Aqua dest.
Lagerung bei RT
pH 7,2

Mayer's Hematoxilin Solution®

Lagerung bei RT

Eosin-Losung
0,5g Eosin?
ad 100 ml 70%igen Ethanol?

Lagerung bei RT

Eukitt® Eindeckelmedium®

Lagerung bei RT
Deckglaser
4.14.2. Material fiur die Giemsa-Farbung

In Paraffin fixierte Proben
Giemsa-L6sung
10 ml  Giemsa-Stammlésung™

ad 170 ml Pufferlésung

Pufferlosung
16 ml Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO,4)?

32 ml Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PQ,)?
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ad 952 ml Aqua dest.

pH 5 und filtrieren

4.14.3. Gewinnung von Organen und Vorbereitung fur die Histologie

Wie unter Punkt 5.5.1 ausfuhrlich erklart fanden in dem in vivo Experiment
vorliegender Arbeit SPF-Huhner (engl.: specific pathogen free) im Alter von 8 Wochen
Verwendung. Die Tiere wurden nach Betaubung durch Blutentzug getotet. Nach
Er6ffnung des Abdomens wurden sowohl die Milz als auch die beiden Caeca und
Caecaltonsillen entnommen. Die Milz wurde zuerst entnommen, um die Sterilitat der
Koérperhodhle zu nutzen. Die Caeca wurden der Lange nach erdffnet und in PBS
gewaschen. Die Caecaltonsillen wurden ausgeschnitten. Alle Arbeiten zur
Organentnahme und —vorbereitung wurden mit autoklaviertem Besteck durchgefuhrt.
Es wurden Proben sowohl fur Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE) als auch fur die
Giemsa-Farbung gewonnen. Dieser Versuch fand in Berlin statt, die histologische

Weiterbearbeitung der Proben erfolgte am eigenen Institut in Minchen.

Fir die HE- und die Giemsa-Farbungen wurden die Organe sofort in fur die Histologie

geeignete Einbettkastchen in 4%igem Formalin fixiert.

In Manchen wurden die Organe in Paraffin eingebettet und bis zur Weiterverarbeitung
bei RT gelagert.

4.14.4. Anfertigung der Schnitte

Es wurden Paraffinschnitte flr die Hamatoxylin-Eosin (HE)- und Giemsa-Farbung

hergestellt.

Anfertigung von Paraffinschnitten

Die Anfertigung der 2-3 um dicken Paraffinschnitte erfolgte bei allen Organen mit dem
Rotationsmikrotom HM360 der Firma Microm. Nach dem Strecken der Schnitte im
47°C warmen Wasserbad wurden sie auf Objekttrager Ubertragen und anschliel3end
uber Nacht bei 37°C in einem Warmeschrank getrocknet. Die Lagerung bis zur
Weiterverarbeitung erfolgte bei RT in speziellen Objekttragerkasten. Erst unmittelbar
vor der Verwendung wurden die Praparate fur 10 min in Xylol verbracht, um das

Paraffin wieder aus dem Gewebe herauszulosen.
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4.14.5. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die  Hamatoxylin-Eosin-Farbung  (HE-Farbung) dient der Unterscheidung

verschiedener Gewebestrukturen anhand von zwei Einzelfarbungen.

Hamatoxylin ist ein natlrlicher Farbstoff aus dem Blauholzbaum. Um seine farbende
Eigenschaft zu entwickeln, muss er zu Hamalaun aufbereitet werden. Hamalaun farbt
alle sauren beziehungsweise basophilen Strukturen blau, insbesondere Zellkerne mit
der darin enthaltenen Desoxyribonukleinsaure (DNA) und das mit Ribosomen
angereicherte raue endoplasmatische Retikulum (rER). Eosin ist ein synthetischer
saurer Farbstoff und farbt alle acidophilen beziehungsweise basischen (eosinophilen)

Strukturen rot, was vor allem die Zellplasmaproteine umfasst.

Die in 4.14.4 vorbereiteten Paraffinschnitte dienten der HE-Farbung. Die Farbungen

wurden manuell nach folgendem Protokoll durchgefuhrt:

1.) Kernfarbung mit Hematoxylin | (10 min)

2.) Spllung mit Aqua dest.

3.) Blauen in flielliendem Leitungswasser (10 min)

4.) Gegenfarbung mit Eosin (max. 3 min)

5.) Nochmalige Spulung mit Aqua dest.

6.) Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe:
Ethanol 70%ig (bis keine Farbwolken mehr abgehen)
Ethanol 96%ig (2 min)
Isopropanol (2 x 5 min)
Xylol (1 x 5 min, 1 x 10 min)

Im Anschluss an die Farbung wurden die Praparate mit Eukitt®, einem Kunstharz auf

Xylolbasis, fixiert und nach 24-stundiger Trocknung durchlichtmikroskopisch bei

unterschiedlicher Vergrolierung ausgewertet.

4.14.6. Giemsa-Farbung

Die Giemsa-Farbung liefert eine gute Darstellbarkeit von Kernstrukturen und des
Zytoplasmas. Das Chromatin der Zellkerne zeichnet sich rotviolett ab, Zytoplasma

und Nukleone blau. Folglich sind auch Salmonellen im Praparat gut zu erkennen.
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Die Giemsa-Gebrauchslésung besteht aus einer Mischung der Farbstoffe Azur A-
Eosinat, Azur B-Eosinat, Methylenblau-Eosinat und Methylenblauchlorid in Methanol

mit Glycerin als Stabilisator und fand in 10%iger Konzentration Verwendung.

Die Farbungen wurden manuell nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:
1.) absteigende Alkoholreihe

Xylol (10 min)

Isopropanol (2 x 5 min)

Ethanol 96%ig (2 min)

Ethanol 70%ig (10 min)
2.) Giemsa-Gebrauchsldosung (1 Stunde bei 65°C)
3.) Spullen in Aqua dest.

4.) ca. 1 sec in 0,5%iger Essigsaure differenzieren (bis zum Farbumschlag von

blau nach rot)
5.) 96% Alkohol (2 sec)
6.) 100% Alkohol (2 x 2 sec)
7.) Xylol (5 min)
Im Anschluss an die Farbung wurden die Praparate mit Eukitt®, einem Kunstharz auf

Xylolbasis, eingedeckelt und nach 24-stundiger Trocknung lichtmikroskopisch bei

unterschiedlicher Vergrélierung ausgewertet.

Die Beurteilung der Schnitte erfolgte mit dem Zeiss Axioskop. Fotos wurden mit der

AxioCam MRc5 und der Axiovision 4.8 -Software gemacht.
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5. ERGEBNISSE

51. Etablierung einer primaren Hihnermakrophagenkultur

Wie in Abschnitt 4.2 beschrieben kdnnen primare Makrophagen des Huhnes
entweder durch Differenzierung von Monozyten des Blutes oder aus der Milz
gewonnen werden. Fur die im Folgenden beschriebenen Versuche wurden
peripheren Blutleukozyten (PBL) aus Vollblut verwendet, um primare Makrophagen

Zu gewinnen.

Um die Qualitdt der erhaltenen Makrophagenzellkultur zu evaluieren, wurden
folgende Kriterien zugrunde gelegt: (i) Eine hohe Reproduzierbarkeit der erhaltenen
Zellzahlen, die durch das herkdmmliche Verfahren der Trypanblaufarbung ermittelt
wurden. (ii) Die Zellmorphologie, die mit Hilfe eines Phasenkontrastmikroskops
beurteilt wurden. (iii) Eine hohe RNA-Qualitat als Voraussetzungen fir die weiteren
Analysen. Hier lieferten die Analysen der gewonnenen RNAs in einem Agilent 2100
Bioanalyzer Systems und einem Spectrophotometer NanoDrop objektive

Beurteilungskriterien.

5.1.1. Zellzahl

Gleiche Zellzahlen mit einer sehr hohen Reproduzierbarkeit zu erhalten, war
unabdingbar fur die spater folgenden verschiedene in vitro Experimente. Daher
wurden mehrere Ansatze von Kulturen durchgefihrt und mit Hilfe der
Trypanblaufarbung die Makrophagenzahl mikroskopisch ermittelt. Die Methode
wurde unter 4.3.3 beschrieben. Die Anzahl der Uber Ficoll gewonnenen PBLs
bewegte sich im Bereich von 2x10° und 9x10° Zellen pro ml Zellsuspension. Aus
urspriinglich 40 ml Vollblut konnten konstant ca. 1x10° lebende Makrophagen

gewonnen werden.

Makrophagen sind stark adharierende Zellen, so dass eine enzymatische
Behandlung zum Ablésen der Zellen notwendig ist. In diesen Versuchen wurde
beobachtet, dass dabei ein Teil der Makrophagen durch die Behandlung getotet
wurde. Diese Veranderungen in der Zellpopulation wurde bei der Zahlung

berucksichtigt.
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Abb. 7: Reproduzierbarkeit der Zellzahl

Diese Abbildung zeigt exemplarisch ein Experiment, welches in einem 10-fachen Ansatz durchgefihrt wurde. Es
wurden 5x10° PBLs pro Delle einer 6-Lochplatte ausgesat und nach 72 Stunden gezahlt. Durch die enzymatische
Ablésung vom Kulturgefall wird ein Teil der Zellen abgetodtet, was hier beachtet und dargestellt wurde. Der graue
Balken stellt somit die Gesamtheit der toten (weier Balken) und der lebenden (schwarzer Balken) Zellen dar. Die
Gesamtzahl der nach 72 Stunden lebenden primdren Makrophagen pro Delle betrug zwischen 1,5x10° und

2,4x‘|05, wenn 5x10° PBLs ausgesat wurden.

In Abb. 7 ist exemplarisch ein Experiment im 10-fachen Ansatz gezeigt. Dargestellt
sind die durch Trypanblaufarbung ermittelten Zellzahlen; aufgeschlisselt nach
Makrophagen, die die enzymatischen Ablosung Uberlebten (schwarzer Balken) und
nach solchen Zellen, die durch die enzymatische Ablésung abgetotet wurden (weil3er
Balken). Der dritte Balken zeigt die rechnerische Gesamtheit der Makrophagen.
Demnach entspricht der grau geriffelte Balken der Anzahl an nach 72 Stunden
insgesamt gewonnenen primaren Makrophagen. Diese Zellzahl bewegte sich
zwischen 1,5x10° und 2,4x10°, wenn 5x10° PBLs ausgesat wurden. Dieses
Experiment wurde funf Mal wiederholt und das Ergebnis wurde in allen Ansatzen

bestatigt.

5.1.2. Subjektive Beurteilung der Zellmorphologie

Makrophagenkulturen wurden in verschiedenen Ansatzen unabhangig von einander
mit einem Phasenkontrastmikroskop beurteilt und das Kulturbild fotographisch

festgehalten. Diese Dokumentation erfolgte zu unterschiedlichsten Zeitpunkten und
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wurde repetitiv durchgefihrt.

In Abb. 8 wird exemplarisch ein Foto jeweils in unterschiedlicher Vergro3erung einer
Makrophagenkultur gezeigt. In Bild A ist eine klassische Makrophagenkultur zu
erkennen. Die Zellen zeigen erhabene Vakuolen und flache ausgestreckte
Pseudopodien. In der gesamten Kultur befand sich nur diese Zellart, weswegen
davon auszugehen ist, dass es sich um eine reine Makrophagenkultur handelte. In
Bild B ist ein einzelner Makrophage in einer grof3eren Vergrolierung dargestellt. Auch

hier sind die Vakuolen und die Pseudopodien, typische Merkmal eines Makrophagen,

zuU erkennen.

Abb. 8: Morphologie von primdren Makrophagen des Huhnes

Bei diesen Bildern handelt es sich um primadre Makrophagen des Haushuhnes 72 Stunden nach der Vollblut-
Praparation. Gezeigt sind Zellkultur-Praparate unter einem Phasenkontrastmikroskop, die in 10facher (A) und in
40facher (B) VergréRerung abgebildet sind.

5.1.3. RNA-Qualitat

Die RNA aus mehreren unabhangigen Experimenten wurde wie unter Punkt 4.2.2

beschrieben isoliert und im Folgenden die RNA-Qualitat beurteilt.

Die Qualitdt wurde sowohl photometrisch im NanoDrop als auch mittels
Mikroelektrophorese im Bioanalyzer beurteilt. Im NanoDrop wurde eine RNA als
kontaminationsfrei bewertet, wenn der 260/280-Quotient Gber 1,9 und der 260/230-
Quotient Uber 2,0 lag. Die RIN (RNA integrity number) musste mindestens einen
Wert von 7.0 erreichen, damit die RNA als intakt bewertet wurde. Die 50 (5
Wiederholungen in einem 10-fachen Ansatz) RNA-Proben aus diesen in vitro

Vorversuchen mit primaren Makrophagen erreichten konstant eine RIN von Gber 9.0.

Die RNA-Menge bewegte sich zwischen 2 und 5 pg pro Delle (2x10° Makrophagen)
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der ursprunglichen 6-Lochplatte.

5.2. Vervollstandigung der Annotation des verwendeten

Microrrays

Das Huhnergenom ist im Vergleich zu den Genomen anderer Spezies, wie zum
Beispiel denen des Menschen oder der Maus, schlecht annotiert. Hierein mag einer
der Grunde fur die schlechte Annotierung des verwendeten Microarrays liegen. Um
eine moglichst umfassende Auswertung der Arrayexperimente zu ermdglichen,

wurde wie unter Punkt 4.12.3 beschrieben, eine weitere Annotierung durchgefihrt.

Die von Agilent angegebenen Sequenzen wurden dazu zunachst einer automatisiert
(sieche 4.12.3) BLAST Recherche unterzogen. Diese Recherchen wurden

anschlielend durch zusatzliche manuelle Datenbank-Abgleiche erganzt.

Insgesamt konnten von den 44 000 angegebenen Sequenzen 24 515 einer
accession number zugeordnet werden, wobei einige Gene mehrfach auf dem
Microarray vorhanden sind. Das Hihnergenom wird auf ca. 22 000 Genen geschatzt.
Nach Abzug der Duplikate und der Durchfihrung weiterer Annotierung wurden
13 535 Gene einer accession number und damit einer biologischen Funktion
zugeordnet. Mit diesen identifizierten 13 535 Gene wurden in vorliegender Arbeit

durchgefuhrten Arrays ausgewertet.

5.3. in vitro Studien

Eines der Ziele der vorliegenden Arbeit war es, in vitro Untersuchungen zur
Genexpression nach einer Salmonelleninfektion von Makrophagen durchzufuhren.
Um zunachst die Funktionalitat der kultivierten Zellen zu Uberprufen, wurden diese
mit definierten Stimuli aktiviert. Gewahlt wurden hierfir einerseits LPS, ein
prototypisches PAMP, und andererseits IFN-y, ein Zytokin mit bekannter
Makrophagen aktivierender Aktivitat. Die Reaktion der Zellen wurde durch qRT-PCR

Analysen der Expression ausgewahlter Gene quantifiziert.

Zusatzlich sollte das Invasionsverhalten der Bakterien in diesen Kultursystemen
untersucht werden. Genutzt wurde hierzu ein GFP-markiertes Bakterium und

andererseits ein klassisches Invasionssystem
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5.3.1. Stimulation mit LPS und IFN-y

Makrophagen wurden wie unter 4.2.2 beschrieben isoliert und kultiviert. Sie wurden
mit LPS (10 pg/ml) oder IFN-y (1:100, ndhere Beschreibung der Konzentration siehe
4.11.4) stimuliert und nach 8 Stunden geerntet. Im Anschluss daran wurde die

Makrophagen-RNA wie unter 4.4.4 beschrieben gewonnen.

Um den Einfluss von LPS und IFN-y auf Makrophagen beurteilen zu kénnen, wurden
Genexpressionsanalysen mit Hilfe der quantitativen Polymerase Kettenreaktion
(QRT-PCR) durchgefuhrt. Gemessen wurde die Regulation der Interleukine der
frihen Immunantwort wie IL1B3, IL6, die Chemokine IL8, K60, K203 und
Lymphotactin, die pattern recognition receptors (PRR) TLR4, TLR5 und NOD1 sowie
iINOS. Das Ergebnis dieser gRT-PCR-Messung ist in Abb. 9 graphisch dargestelit.

Der Vergleich zwischen nicht aktivierten und durch LPS aktivierten Makrophagen
ergab, dass alle Gene bis auf die der beiden toll like receptors (TLRs), eine
verminderte Expression im Vergleich zur Kontrolle zeigten. TLR4, welches der PRR
fur LPS ist und TLRS, der PRR fur Flagellin, waren mafig hochreguliert

Der Vergleich zwischen nicht aktivierten und durch IFN-y aktivierten Gene ergab
ebenfalls eine Runterregulation der Gene mit Ausnahme von den Chemokinen K60
und IL8, dem PRR fir Flagellin, TLR5 und dem pro-inflammatorischen Zytokin IL13

zum Ausdruck

Das Chemokin K60 ist hoch homolog zu IL8. Dementsprechend zeigen diese beide
Gene ein ahnliches Expressionsverhalten. Durch die Stimulation mit LPS waren sie
in ihrer Expression vermindert, wogegen die Stimulation mit IFN-y eine

Expressionssteigerung induzierte.



Ergebnisse 82

Em LPS
ZA IFNy
primare Hiihner-Makrophagen 8 Stunden stimuliert
6_

/
5- % /
_ 7 %
" ‘N 7
2- 7’ 2
Al 7 m B

Expression
U
N
1

-1- & )
TP T ITr - °
4 1 10D
20 Wy 7 B

1

R Y

Abb. 9: Expressionsmuster in der qRT-PCR (in vitro)

Primare Huhnermakrophagen wurden nicht stimuliert oder aber mit LPS (10 pg/ml) oder IFN-y (1:100, nahere
Angaben zur Konzentration siehe 4.11.3) stimuliert und nach 8 Stunden geerntet. Die Werte, die auf der Ordinate
aufgetragen wurden, sind die x-fach Expression Uber bzw. unter der Kontrolle. Auf der Abszisse sind die
untersuchten Gene aufgefiihrt.

Bei dieser Darstellung ist zu beachten, dass Werte unter 1,0 als -1/(2*-ddCt) dargestellt sind, um die tatsachliche
Expressionsminderung gegeniber der Kontrolle zu verdeutlichen. Werte (ber 1,0 entsprechen einer
Expressionssteigerung und sind die 22-ddCt-Werte. Der grau hinterlegte Bereich zwischen 1 und -1 beschreibt

einen Bereich, in dem die Genexpressionsunterschiede als nicht signifikant anzusehen sind.

5.3.2. Infektion der Kulturen mit GFP-markierten Salmonellen

Der in vorliegender Arbeit verwendete Salmonellenstamm S. enteritidis stand auch
GFP (grun fluoreszierendes Protein)-markiert zur Verfligung. Die nahere
Beschreibung des Stammes ist unter 4.11.1 zu finden. Makrophagen wurden durch
eine Blutpraparation wie unter 4.2.2 beschrieben isoliert und kultiviert. 72 Stunden
nach der Gewinnung der Zellen wurden sie mit dem GFP-markierten Stamm infiziert.
Nach weiteren 24 Stunden wurden die Kulturen im Fluoreszensmikroskop beurteilt

und das Ergebnis fotografisch festgehalten.

Wie in Abb. 10 zu sehen, wiesen die Bakterien eine deutliche Invasivitat auf. Der hier

verwendete Salmonellen-Stamm ist gegenuber dem Antibiotikum Gentamicin



Ergebnisse 83

empfindlich. Da die Kulturen mit einem standardisierten Gentamicin-Protokoll
(4.11.3) behandelt wurden, wurden alle extrazellular gelegenen Bakterien getotet.
Uberleben konnten lediglich solche Bakterien, denen es gelungen war in die
Makrophagen einzudringen. Unter dem Phasenkontrastmikroskop war zudem zu

erkennen, dass die Bakterien stets beweglich und damit vital waren.

Abb. 10: Phasenkontrastmikroskopische Aufnahme eines S. enteritidis GFP infizierten Makrophagen
Dieses Foto wurde 24 Stunden nach einer Infektion mit S. enteritidis aufgenommen. Zu erkennen ist die

intrazellulare Lokalisation der Bakterien. Zudem war im Livebild eine Motilitat deutlich zu sehen.

Die intrazelluldre Uberlebensfahigkeit der Salmonellen in den Makrophagen wurde
durch diese Methode gezeigt. Dies wurde unter 5.3.3 nochmals mittels

Invasionsassays demonstriert und quantifiziert.

5.3.3. Weiterfiihrende Untersuchungen zur  Makrophagen-Bakterien-

Interaktion

Im Folgenden sollten das Invasionsverhalten und der Einfluss der Bakterien auf die
Makrophagenkulturen genauer analysiert werden. Dabei galt es insbesondere eine
fur die weiteren Untersuchungen optimale Infektionsdosis zu ermitteln. Die
Ergebnisse dieser Versuche sind in Abbildung 11 dargestellt. Zu erkennen ist, dass
eine MOI von 0,1 zu einer Aufnahme der Bakterien durch die Phagozyten flhrte,
dass diese aber in der Lage waren die Salmonellen binnen 8 Stunden nahezu
vollstandig zu eliminieren. (Abb 11A). Eine MOI von 10 fuhrte zum gegenteiligen
Ergebnis. Hier war die aufgenommene Bakterienzahl offensichtlich so hoch, dass
diese erfolgreich in den Makrophagen replizieren konnten, was in der Zunahme der

Bakterienzahlen zum Zeitpunkt 8 und 24 Stunden p.i. zum Ausdruck kam. Bei
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Infektionen mit einer MOI von 1 blieb die Zahl intrazellularer Bakterien bis zu einem
Zeitpunkt von 6 Stunden p.i. nahezu konstant Abb. 12). Blieben diese Zellen ohne
weitere aktivatorische Stimuli, konnten die Bakterien den bakteriziden Mechanismen

der Makrophagen entkommen und intrazellular replizieren.

A rlickiolierte Salmonellen B rlckiolierte Salmonellen
nach Stimulation mit S. enteritidis nach Stimulation mit S. enteritidis
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Abb. 11: Auswirkung unterschiedlicher Infektionsdosen (MOI)

In dieser Abbildung sind zwei verschiedene Invasionsassays gegeniber gestellt. In beiden Experimenten wurden
Makrophagenkulturen mit S. enteritidis infiziert und nach 1,5, 4, 8 und 24 Stunden lysiert. Die Kulturen wurden mit
einer MOI von 0,1 (A) und 10 (B) infiziert. Die schwarze gestrichelte Linie zeigt die Zahl der Salmonellen, die zu

den Makrophagenkulturen hinzugegeben wurden.

Des Weiteren wurden Makrophagen wie unter 4.2.2 beschrieben isoliert und
kultiviert. Nach 72 Stunden wurden vier Dellen mit IFN-y aktiviert, vier Dellen blieben
nicht aktiviert. Sie wurden mit einer MOI von 1 infiziert und wie bereits im Abschnitt
4.11.3 ausgefuhrt behandelt. Die Ernte der infizierten Makrophagen erfolgte nach
1,5, 6 und 24 Stunden. Aus den Zelllysaten wurden die Bakterien rtckisoliert und die

Bakterienzahl quantifiziert.

Wie viele Salmonellen aus diesen Makrophagen ruckisoliert wurden, ist in Abb. 12
graphisch dargestellt. Die schwarze gestrichelte Linie in dieser Graphik zeigt die Zahl
an Salmonellen, die zu Beginn des Experimentes in den Kulturiberstand
hinzugegeben wurde. Dementsprechend ist zu erkennen, dass die Salmonellenzahl
1,5 und 6 Stunden p.i. der gestrichelten Linie nahezu entsprach, wobei es kaum eine
Rolle spielte, ob die Makrophagen mit IFN-y aktiviert waren oder nicht. Das heilf3t,
dass die in den Uberstand gegebenen Bakterien nach 1,5 Stunden fast alle in die
Makrophagen invadierten. Nach 24 Stunden allerdings stieg bei den nicht aktivierten

Makrophagen die Anzahl der riickisolierten Salmonellen auf 1,6x10’, wohingegen
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sich bei den mit IFN-y aktivierten Makrophagen die Anzahl der ruckisolierten
Salmonellen auf 1x10° dezimierte. Nicht aktivierte Makrophagen sind demnach erst
bei sehr geringen MOQOIs (0,1) in der Lage die Bakterien-Replikation zu kontrollieren,

wahrend IFN-y aktivierte Zellen binnen 24 Stunden alle Bakterien téten kdnnen.

rickisolierte Salmonellen
aus einer primaren Makrophagenkultur
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Abb. 12: Durch IFN-y verursachte Unterschiede der Invasivitit bzw. Replikation

Diese Abbildung zeigt das Ergebnis eines Invasionsassays, bei dem Makrophagen vor einer Salmonelleninfektion
fir 24 Stunden mit IFN-y voraktiviert wurden (n = 4). Vier Dellen wurden zum Vergleich nicht aktiviert. Die
Kulturen wurden mit einer MOI 1 infiziert und die Ernte erfolgte nach 1,5, 6 und 24 Stunden. Die schwarze
gestrichelte Linie zeigt die Zahl der Salmonellen, die zu Beginn des Experimentes zu den Makrophagenkulturen

gegeben wurde.

5.3.4. Infektion einer Makrophagenkultur mit einer MOI 1

Unter Punkt 5.3.1 wurde der Einfluss auf die Genexpression primarer Makrophagen
durch eine IFN-y- bzw. LPS-Stimulation untersucht. Unter Punkt 5.3.2 wurde durch
ein GFP-markiertes Salmonella Serovar gezeigt, dass dieses intrazellular Gberleben
und unter Punkt 5.3.3 wurde schlieRlich die Invasionsquantitat und deren zeitlichen
Verlauf naher untersucht. Aufgrund genannter Experimente stellte sich eine MOI von
1 als geeignet fur die weiteren Untersuchungen heraus. Aus diesem Grunde wird im
Folgenden beispielhaft ein Infektionsexperiment mit einer MOI 1 beschrieben. Dieses
Experiment wurde funf Mal wiederholt und die Ergebnisse entsprachen dem hier

ausfuhrlich dargestellten Versuch.
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Makrophagen wurden wie in Abschnitt 4.2.2 gewonnen und kultiviert. Sie wurden in
einer Dichte von 5x10° Zellen pro Delle einer 6-Lochplatte ausgesat und
entsprechend mit 5x10° Salmonellen infiziert. Nach Quantifizierung der
Makrophagenzahl und der Bakterienzahl ergab sich eine MOI von 0,5. Je 6-
Lochplatte blieb eine Delle zur Kontrolle uninfiziert. Benutzt wurde ein S. enteritidis
Serovar, das unter 4.11.1 naher klassifiziert ist. Die Ernte der Zellen erfolgte nach
1,5, 4, 8, 16 und 24 Stunden.

Abb. 13 zeigt diese Makrophagenkultur. Zu erkennen ist, dass die Zellen nach 1,5
und 4 Stunden morphologisch unverandert aussahen. Nach 8 und 16 Stunden zeigte
sich eine Veranderung der Lichtbrechung. Die Makrophagen veranderten
offensichtlich ihre Beschaffenheit. Im Vergleich der beiden 24-Stunden Werte
(infizierte Probe versus Kontrolle) ist ein deutlicher Unterschied zu erkennen. Die
Kontrolle zeigt eine unauffallige intakte Makrophagenkultur. Bei der infizierten Kultur
hingegen hat die Zellzahl der adharenten Zellen deutlich abgenommen, die

verbliebenen Zellen zeigen eine starke Anderung der Morphologie

P

16 Std p.i., MOI 0,5 24 Std p.i., MOI 0,5 24 Std p.i., nicht infiziert

Abb. 13: Beurteilung der Morphologie (Phasenkontrastmikroskopie) im Verlaufe einer Infektion

Makrophagen wurden mit Salmonellen (MOI 0,5) infiziert. Die Fotos wurden nach 1,5 (A), 4 (B), 8 (C), 16 (D) und
24 (E) Stunden aufgenommen. Ebenso wurden Kontrollen (F) fotografiert, die ebenfalls fur 24 Stunden in Kultur
waren. Zu erkennen ist, dass sich ab dem 8-Stunden-Wert die Lichtbrechung und somit die Morphologie deutlich

anderte. Die Zellen des 24-Stunden-Wertes erschienen in ihrer Morphologie deutlich verandert und in ihrer
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Anzahl stark vermindert. Die Kontrolle nach 24 Stunden war mit dem 1,5-Stunden-Wert vergleichbar und ist als

unauffallige Makrophagenkultur einzustufen.

Nach der Dokumentation der Morphologie, wurden die Zellen wie unter 4.11.3
beschrieben abgenommen und mittels einer Trypanblaufarbung gezahit. Dieses
Ergebnis ist in Abb. 14 graphisch dargestellt. Zu erkennen ist, dass die Zellzahlen im
Verlaufe der Infektion abnahmen und zwar von 7,1x10° auf 4,6x10°. Die Kontrolle
nach 24 Stunden hatte mit 6,6x10° annahernd die gleiche Zellzahl wie zum Zeitpunkt

der Infektion.

Anzahl der Makrophagen im Verlaufe einer Kinetik
wahrend einer Salmonelleninfektion

8x10054

6x10054

4x10054

Zellzahl

2x100°4

0 T
\d‘ \@
AN A A A A
AR O
8 4

(I/D‘

Abb. 14: Beurteilung der Zellzahl (Trypanblaufirbung) im Verlaufe einer Kinetik

Makrophagen wurden mit einer MOI von 0,5 infiziert und die Zellzahlung mittels Trypanblaufarbung erfolgte nach
1,5, 4, 8, 16 und 24 Stunden. Zudem gab es eine Kontrolle, die ebenfalls nach 24 Stunden gezahlt wurde. Eine
Abnahme (von 7,1x105 auf 4,6x105) der Zellzahl ist zu erkennen. Die Kontrolle nach 24 Stunden war mit 6,6x105

Zellen mit dem 0-Stunden-Wert vergleichbar.

Wie Abb. 15 zeigt, wurden in diesem Experiment aufl’erdem die Salmonellen
ruckisoliert. Hierzu dienten zu jedem Zeitpunkt zwei Dellen. Dies erfolgte wie unter
Punkt 4.11.3 beschrieben mittels Triton-X-100-Lyse. In der Graphik ist zu erkennen,
dass die Anzahl der aus den Makrophagen rlckisolierten Salmonellen bis zu dem
Zeitpunkt von 16 Stunden abnahm. Sie fiel von 1,5x10° auf 3,8x10° ab. Nach 24

Stunden stieg die Salmonellenzahl auf 2x10° und iiberstieg damit den 1,5-Stunden-
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Wert. Daher entspricht dieser Wert weniger der Invasion als vielmehr einer
Vermehrung der Bakterien. Die schwarze gestrichelte Linie stellt die Salmonellenzahl
dar, die zu Beginn des Experimentes zu jeder Delle hinzugefugt wurde. Sie betrug
2,5x10° entsprechend einer MOI von 0,5. Die Methode ist unter 4.11.3 ausfiihrlich
beschrieben.
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Abb. 15: Beurteilung der Invasion im Verlaufe einer Infektion

Diese Abbildung zeigt einen Invasionsassay im Verlaufe einer Infektion. Auf der Ordinate erkennt man die Anzahl
der riickisolierten Salmonellen; auf der Abszisse den zeitlichen Verlauf. Zu sehen ist, dass die Salmonellenzahl
bis 16 Stunden 1,5x106 auf 3,8x105 abfiel, von 1,5x106 auf 3,8x105. Nach 24 Stunden stieg die Salmonellenzahl
auf 2x10° und Uberstieg damit den 1,5-Stunden-Wert. Die schwarze gestrichelte Linie stellt die Salmonellenzahl,

die zu Beginn des Experimentes zu den Makrophagenkulturen hinzugefiigt wurden, dar. Die MOI betrug 0,5.

5.4. in vitro Infektionsstudie

Aufgrund der Ergebnisse der bisher besprochenen in vitro Studien aus Kapitel 5.3
wurde ein Versuchsaufbau eines in vitro Infektionsversuches entwickelt, bei dem
primare Hihnermakrophagen mit S. enteritidis infiziert wurden. Diese Proben wurden
mit Hilfe der Microarray-Technik analysiert und die Genexpressionsveranderungen

von identifizierten Kandidatengene wurden in der gRT-PCR Uberprift.

5.4.1. Versuchsaufbau

Primare Makrophagen wurden wie unter 4.2.2 beschrieben gewonnen. Zur
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Blutentnahme dienten M11-Huhner, die zwischen sechs und neun Monate alt und
unterschiedlichen Geschlechts waren. Jedes Tier spendete zwischen 6 und 8 ml
Blut. Nach 72 Stunden in Kultur wurden vier Dellen (i) mit einer MOI von 10 infiziert,
vier Dellen dienten als Kontrolle. Aulerdem wurde jeweils eine Delle zur (ii)
subjektiven Beurteilung der Morphologie genutzt (nicht abgebildet) und jeweils eine
weitere Delle diente der (iii) Zellzahlbestimmung, um im Nachhinein die MOI

berechnen zu konnen.

Das Experiment wurde vier Stunden nach der Infektion beendet. Es folgte die
Homogenisierung der Zellsuspension, die RNA-Isolation inklusive der RNA-

Qualitatskontrollen mit anschlielender cDNA-Synthese.

5.4.2. RNA-Isolation und -Qualitat

Die RNA-Qualitat erflllte in der photometrischen Messung des NanoDrops die
erforderlichen Qualitatsanforderungen und wurde aufgrund der 260/280- und
260/230-Quotienten als hinreichend kontaminationsfrei beurteilt. Die Ergebnisse der
Bioanalyzer Analyse deuteten auf keinerlei Degradation hin und die RNA-Menge war
ausreichend. Nach dieser Beurteilung wurde aus diesen RNA-Proben (i) einerseits
fur die qRT-PCR cDNA synthetisiert, (ii) andererseits wurden sie fur die Microarray-

Analyse vorbereitet.

Wie in Tab. 5 aufgelistet bewegten sich die RNA Mengen zwischen 370 und
680 ng/ul, was einer Gesamtmenge zwischen 3,3 und 6,1 ug entsprach. Die
260/280-Quotienten waren alle groRer als 1,84 und die 260/230-Quotienten waren
alle groRer als 1,95, womit sich keine Hinweise auf Kontaminationen ergaben. Zur
weiteren Qualitatskontrolle wurden die RNA-Proben im Bioanalyzer gemessen. Die

RINs Uberschritten alle einen Wert von 9,8.

Probe | Konzentration ng/ul | 260/280 | 260/230 | RIN |
Kontrolle 1 | 683,93 | 2,01 | 1,97 | 9,8 |
Kontrolle 2 | 447 13 | 1,88 | 2,05 | 10,0 |
Kontrolle 3 | 454,88 | 1,87 | 2,12 | 10,0 |
Kontrolle 4 | 375,93 | 1,84 | 2,17 | 9,8 |

Salmonellen infiziert 1 | 393,00 | 1,89 | 1,95 | 9,8 |
Salmonellen infiziert 2 | 370,77 | 1,84 | 2,1 9,8 |
Salmonellen infiziert 3 | 379,25 | 1,84 | 2,19 | 9,9 |

Salmonellen infiziert 4 | 370,16 | 1,85 | 2,19 | 9,9 |
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Tab. 5: Probenqualitét isolierter RNA des in vitro Versuches

Das Probenmaterial wurde aus mit Salmonellen infizierten primdren Makrophagen und nicht infizierten
Kontrollkulturen gewonnen. Gezeigt sind die RNA-Konzentration, die Verhaltnisse der Absorptionsspektren bei
280 nm bzw. 230 nm in Bezug zu 260 nm und die RNA integry number (RIN) der Bioanalyzer Messung. Mit

diesen RNA-Proben wurden Microarray-Experimente durchgefiihrt.

5.4.3. cDNA-Synthese

Die cDNA wurde nach Herstellerangaben und wie unter Abschnitt 4.5 beschrieben
synthetisiert. In diesem Experiment wurde nach vorangegangenem DNase Verdau
(DNase |, RNase-free von Fermentas) das SuperScript® Il First-Strand Synthesis
System for RT-PCR von der Firma Invitrogen genutzt. Mit dieser gewonnenen cDNA
wurden gRT-PCR Analysen durchgefuhrt.

5.4.4. Microarrays

Die Microarrays wurden wie unter 4.12 beschrieben durchgefiuihrt. Die RNA
Konzentration wurde in jeder Probe auf 500 ng in 5,3 pl nuklease-freiem Wasser
eingestellt. Die weitere Durchfihrung fand im Laboratorium fur funktionelle
Genomanalyse (LaFuGa) am Genzentrum der Ludwig-Maximilians-Universitat (LMU)
statt.

Die spezifische Aktivitat wurde, wie unter 4.12.6 erklart, durch einen Quotienten
berechnet und ist ein Mal} dafir, wie viel des Farbstoffes Cyanin in die fragmentierte
RNA eingebaut wurde. Die spezifische Aktivitat durfte den Wert 9,0 nicht
unterschreiten; wie in Tab. 6 aufgelistet bewegte sie sich bei diesen Proben
zwischen 11,01 und 12,38.

Probe | Sperzifische Aktivitat (pmol Cyanin pro ug cRNA) |
Kontrolle 1 \ 11,01 \
Kontrolle 2 \ 12,13 \
Kontrolle 3 \ 11,29 \
Kontrolle 4 \ 11,58 \

Salmonellen infiziert 1 | 11,86 |
Salmonellen infiziert 2 | 11,30 |
Salmonellen infiziert 3 | 12,38 |
Salmonellen infiziert 4 | 11,66 |

Tab. 6: Vorbereitung des Microarrays: spezifische Aktivitat der in vitro Proben

Die spezifische Aktivitat beschreibt eine Mengenangabe der Cyaninmolekiile, die in die fragmentierte RNA
eingebaut wurde. Sie durfte den Wert von 9,0 nicht unterschreiten; bei diesen Proben bewegte sie sich zwischen
11,01 und 12,38.
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Nach dem erfolgreichen Einbauen der Cyanin Molekile in die fragmentierte RNA,
fand die Hybridisierung der Arrays statt. Im Anschluss daran wurden alle acht Proben
erfolgreich gescannt. Sie wiesen wie beispielhaft in Abb. 16 gezeigt keine

Auffalligkeiten auf.

Abb. 16: Eines der acht Array-Scan-Bilder des in vitro Versuches
Die Scans des in vitro Versuches zeigten keine Auffalligkeiten auf und konnten somit ausgewertet werden. Hier

ist lediglich beispielhaft eines der acht Scan-Bilder gezeigt.

Zur Auswertung dieses Experimentes wurden die Programme R, SAM, Pathway
Express, Expander und MEV benutzt. Alle Daten und Ergebnisse wurden in einer
Access Datenbank verknupft und gespeichert. Die bioinformatische Auswertung
wurde wie sie unter Punkt 4.13 ausfuhrlich erklart wurde, durchgefihrt. Im Folgenden

werden die Ergebnisse dieses in vitro Experimentes schrittweise beschrieben.

Eigenkontrollen der Agilent Software

Gleichzeitig mit dem Scannen wurden von der Agilent Software die internen
Kontrollen, die sich auf dem Array befinden, ausgewertet. Die einzelnen Punkte
wurden unter Punkt 4.13.1 bereits beschrieben. Diese Eigenkontrollen waren bei

allen acht Proben unauffallig.

Auswertung durch die Software ,,R“

In dem Programm ,R* wurden die Daten normalisiert. Auflerdem wurden damit alle
Daten anhand ihrer Ahnlichkeit untereinander gruppiert, was in Form einer

sogenannten ,heatmap” dargestellt wird.

In einer heatmap sind alle Proben in einem Koordinatensystem aufgetragen. Damit
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stehen sich immer zwei Proben gegeniber. Ihre Ahnlichkeit im Expressionsmuster
der Gene auf dem Array ist anhand einer Farbcodierung dargestellt. Je heller das
Blau des sich bildenden Quadrates ist, desto ahnlicher waren sich die Proben in
ihrem Expressionsverhalten. Je dunkler das Blau ist, desto unahnlicher waren sich
die gegenuber gestellten Proben. Wenn sich ein- und dieselbe Probe gegenuber
steht, ergab sich entsprechend eine hundertprozentige Ubereinstimmung. Das ist rot
gekennzeichnet. In folgender heatmap ist zu erkennen, dass sich jeweils die vier
Kontrollen untereinander und die vier infizierten Proben untereinander sehr ahnlich in

ihrem Expressionsverhalten waren. Die hohe Reproduzierbarkeit ist eine wichtige
Voraussetzung fur die weiteren Analysen.
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Abb. 17: Heatmap des Microarrays des in vitro Versuches

In dieser Abbildung ist zu erkennen, dass sich die mit S. enteritidis infizierte Gruppe und die Kontrollgruppe in
ihrem Expressionsverhalten unterscheiden. Je heller das Blau, desto ahnlicher; je dunkler das Blau, desto
unahnlicher sind sich die Proben. Rot bedeutet, dass es sich um identische Proben handelt.

Auswertung durch die Software ,,.SAM“

Wie unter Punkt 4.13.3 beschrieben, wurde mit Hilfe des Programms SAM
(significance analysis of microarrays) die statistische Analyse der durch R
normalisierten Arraydaten durchgefuhrt, um die signifikant regulierten Gene
identifizieren zu kdnnen. Das Signifikanzniveau wurde auf 0,01 festgelegt. Das heil3t,
es wurden maximal 1 % falsch positive Ergebnisse akzeptiert. Mit Hilfe des Excel-

Programms wurde der Expressionsunterschied zwischen infizierten und nicht
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infizierten Proben der einzelnen Gene auf dem Array errechnet. Als biologisch
relevanter Expressionsunterschied (,Fold Change“) wurden Werte von +/- 2

festgesetzt.

Mit diesen definierten Kriterien ergaben sich im durchgefihrten Experiment 5 933

regulierte Gene, wovon 1 945 hoch- und 3 988 runterreguliert waren.

Auswertung durch die Software ,,Expander*

Expander ist eine Software, die Gene aufgrund der Signifikanz ihres
Expressionsverhaltens filtert und Clusteranalysen durchfuhrt. Details zur Anwendung

dieses Programms wurde unter Punkt 4.13.7 erklart.

Zu Beginn der Anwendung wurde ein p-Wert festgelegt. Der p-Wert (engl. p-value
von probability, Wahrscheinlichkeit) steht in enger Beziehung zum Signifikanzniveau.
Je kleiner der p-Wert ausgewahlt wird, desto feiner werden die Gene gefiltert. In
diesem Experiment wurde ein p-Wert von 0,05 gewahlt, hieraus ergaben sich 8149

signifikant regulierte Gene.

Wie in Abb. 18 abgebildet ergab die Clusteranalyse lediglich ein signifikantes Cluster.
Das heil3t, es ergab sich lediglich eine Gruppe von Genen, die zum einen signifikant
reguliert waren und zum anderen ein ahnliches Expressionsverhalten hatten. In
diesem Cluster zeigten die Kontrollen ein niedrigeres und die infizierten Gruppen ein
erhohtes Expressionsniveau. Dies umfasste 2 307 Gene. Zu betonen ist, dass diese
Cluster lediglich aufgrund ihres Expressionsverhaltens und nicht aufgrund ihres

funktionellen Verhaltens gruppiert wurden.

Cluster (2307 probes)
2
14 e — |
: e ~p-
| ——

N1 N2 N3 N4 MOI 1 MOI 2 MOI3 MOl 4

1
—

Abb. 18: Von der Software Expander identifiziertes signifikant reguliertes Cluster

Diese Graphik zeigt das einzig signifikant regulierte Gencluster, welches von der Software Expander generiert
wurde. Diese 2307 Gene, die hier zusammengefasst wurden, zeigten in den Kontrollen ein niedrigeres und in der
infizierten Gruppe ein erhohtes Expressionsniveau. ,N“ steht fir die Kontrollen und ,MOI* fir die infizierten

Proben.
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Diese 2 307 signifikant regulierten Gene, die sich wie in Abb. 18 abgebildet in ihrem
Expressionsverhalten gleichen, wurden von Expander einer biologischen Funktion

zugeordnet. Es ergab sich folgendes Ergebnis.

Cluster-Klassen Biologische Funktion

Chemokin Aktivitat

Immunantwort

Zytokin Aktivitat

Proteinbindung

Zellulare Entwicklungsprozesse

Zelloberflache

I e Mmoo (>

|
|
|
|
| Zelltod
|
|
|
|

Organentwicklung

Tab. 7: Einteilung der Gene in funktionelle Gruppen
Expander genierte ein signifikant reguliertes Cluster (Abb. 18), welches 2307 Gene enthielt. Diese Gene wurden

funktionell in acht Gruppen (A bis H) unterteilt. Diese Tabelle zeigt die Zuordnung zu diesen Gruppen.

Zudem bestand die Mdoglichkeit, die Gene, die sich in einer Gruppe innerhalb des
Clusters befanden, auflisten zu lassen. An dieser Stelle ist zu betonen, dass nur
Gene erschienen, deren Gensymbole in humanen Datenbanken mit den annotierten

Genen des Huhnergenoms ubereinstimmten und bekannt waren.

Von den 8 Cluster-Klassen (A — H) aus Tab. 7 sind die zugeordneten Gene der
ersten drei Klassen in Tab. 8 aufgelistet. Dabei handelt es sich um das Cluster der
Chemokin-Aktivitat, der Immunantwort und der Zytokin-Aktivitat. Zu sehen ist, dass

Gene, wie zum Beispiel das Chemokin IL8, mehrere Cluster-Klassen zugeordnet

wurden.
A: Chemokin Aktivitat B: Immunantwort C: Zytokin-Aktivitat
CCL20 IL10 IL10
CCLi5 LOC378902 INHBA
CX3CL1 L2 IL2
CXCL12 CD40 LOC422510
CXCL14 IL1B LOC422509
CXCR4 XCLA1 LOC417533
IL8 Lat2 IL6
K203 CXCL14 CXCL12
LOC417533 B-G IL8
LOC422509 NFKB2 CXCR4
LOC422510 LOC422510 EDA
XCLA1 BCL6 K203
TGFB2 IL1B




Ergebnisse 95

LOC422509 XCL1

IL6 CX3CL1

LOC417533 CCLi5

IL8 CXCL14

CXCL12 CCL20

CXCR4

EDA

K203

CX3CL1

SIGIRR

CCLi5

CCL20

Tab. 8: Gene aus den ersten drei Gruppen des signifikant regulierten Clusters
Diese Tabelle zeigt die Namen der Gene, die sich in den ersten drei funktionellen Gruppen der Clusteranalyse
befanden. In dieser Tabelle erscheinen nur Gene, deren Gensymbole aus Humandatenbanken mit den

annotierten Genen des Hiihnergenoms Ubereinstimmten und die bekannt waren.

Auswertung durch die Software ,,Pathway express*

Wie bereits unter 4.13.6 erlautert kdnnen mit ,Pathway Express® Analysen der
Signalwege durchgeflhrt werden. Diese werden nach ihrem ,impact factor® (IF)
sortiert aufgelistet. Je hoher der impact factor eines Signalweges ist, desto
spezifischer sind die darin enthaltenen Gene fur diesen Signalweg. Des Weiteren
wird der korrigierte gamma p-Wert angezeigt. Ein Signalweg ist signifikant, wenn der
korrigierte gamma p-Wert unter 0,05 liegt. Jedoch kdénnen auch Signalwege mit
einem korrigierten gamma p-Wert von unter 0,25 biologisch relevant sein. Daher
wurden diese Signalwege durchaus auch beachtet. Demnach fanden sich in diesem
in vitro Versuch 55 (p-Wert unter 0,25) Signalwege, wovon 33 (p-Wert unter 0,05)

signifikant regulierte waren.

Zu jedem Signalweg wird von der Software eine Graphik generiert. In folgender Abb.
19 wird beispielhaft die Graphik des Toll-like Rezeptor Signalweges gezeigt. Gene
mit einem erhdhten Expressionsniveau gegenuber der Kontrolle sind rot und Gene
mit einem verminderten Expressionsniveau gegenuber der Kontrolle sind blau
dargestellt. Zu erkennen ist, dass die meisten Toll-like Rezeptoren (TLRs) vermindert
und NFkB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) vermehrt
exprimiert wurde. Des Weiteren ist zu erkennen, dass als Antwort darauf die
inflammatorischen Zytokine IL1B, IL6 und IL12 sowie die Chemokine IL8 (CXCLS),
RANTES (CCL5) und MIP-18 (CCL4, K203) vermehrt exprimiert wurden. Zu

beachten ist, dass es sich dabei um Gen-Symbole der humanen Genomdatenbank
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handelt, welche von den Bezeichnungen innerhalb des Huhnergenoms abweichen
konnen. Die Software Pathway Express generierte 55 zu untersuchende Signalwege
(p-Wert unter 0,25), wobei 33 Signalwege davon signifikant (p-Wert unter 0,05)
reguliert waren. Die dazugehdrigen Graphiken sind in Anhang 10.4 und somit auf

beigefugter CD zu finden.
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Abb. 19: Toll-like Rezeptor Signalweg des in vitro Experimentes

Makrophagen wurden 4 Stunden mit S. enteritidis infiziert. Hier dargestellt sind die Genexpressionsanderungen des Toll-like Rezeptor Signalweges. Gene mit einer verminderten

Genexpression sind blau und Gene mit einer erhohten Genexpression sind rot dargestellt.
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Expressionswerte

Die Berechnung der Expressionswerte wurde unter Punkt 4.13.4 ausfuhrlich
erlautert. Der Fokus vorliegender Arbeit lag auf der fruhen Reaktion des
angeborenen Immunsystems. Entsprechend wurden zwei Signalwegen besondere
Beachtung geschenkt. Dies waren die Signalwege der Toll-like Rezeptoren und der

Zytokin / Zytokinrezeptor-Interaktion.

In den zwei genannten Signalwegen stachen zum einen die Zytokine mit ihren
Vertretern der Interleukine, Interferone, Tumor Nekrose Faktoren Familienmitglieder
und Chemokine heraus und zum anderen die Toll-like-Rezeptoren. Sehr hoch in ihrer
Expression waren IL1B, IL6, IL2, IL12p40, IFN-y, IL10, TNFSF11, TNFSF15. Ein
bisher nur beim Huhn annotiertes Gen, TRAIL-like, war erheblich runterreguliert.
Unter den regulierten Chemokinenen stach CCL20 heraus, welches gegenuber der
Kontrolle 342-fach hochreguliert war. Alle signifikant regulierten Toll-like-Rezeptoren
zeigten eine Runterregulation. In folgender Tabelle werden die in diesem in vitro

Experiment naher untersuchten Gene mit ihrem Expressionsniveaus dargestellt.

Gene Synonyme Expression

pro-inflammatorische Zytokine

IL1B 14,74

IL6 27,98

Zytokine der Th1-Antwort

IL2 9,65
IL12p40 146,80
IL18 2,89
IFN-y 17,60

Zytokine der Th2-Antwort

IL10 9,48

Interleukin-Rezeptoren

IL2Ra 2,43
IL23R 8,09
Tumor Nekrose Faktor Superfamilie

(TNFSF)

TNFSF5 CD40 17,7
TNFSF10 TRAIL 3,82

TNFSF11 RANKL, TRANCE, CD254 14,76
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TNFSF15 TL1a, VEGI 16,21

- TRAIL-Like -6,30

TNFSF-Rezeptoren

TNFRSF18 -5,80
Chemokine

CCL1 65,55
CCL4 K203 68,92
CCL5 RANTES 10,40
CCL20 MIP-3a 342,99
CXCL8 IL8 6,50
CXCL12 SDF-1 65,13
CXCL13 BCA-1 4,86
CXCL14 JSC 3,97
CX3CL1 Fractalkine, Neurotactin 17,28

Toll-like Rezeptoren

TLR2 -2,31
TLR4 -3,68
TLRS -2,05

Tab. 9: Im Array gemessene Expressionswerte des in vitro Experimentes
Primare HUhnermakrophagen wurden flr vier Stunden mit S. enteritidis mit einer MOI von 10 stimuliert. Die
vorliegende Tabelle zeigt die Expressionswerte Uber der Kontrolle. Die aufgelisteten Gene stellten sich aufgrund

der Anwendung der Softwares R und SAM als signifikant reguliert heraus.

Die gesamten Expressionswerte des in vitro Infektionsversuches sind im Anhang

10.3 und somit auf beigeflugter CD zu finden.

54.5. gRT-PCR

Folgende Gene wurden aufgrund der Array Daten bei diesem in vitro Experiment in
der gRT-PCR gemessen. Die Ct-Werte und Genexpressionsniveaus im Vergleich zur

Kontrolle sind in folgender Tab. 10 aufgelistet.

Abgesehen von IL4 und TLRS waren alle von den hier gemessenen Genen

signifikant reguliert, was mit den Daten des Arrays korrelierte.

Gen Mittelwert Ct-Wert Expression
Kontrolle Probe (x-fach reguliert)
IFN-y 37,82 32,69 32,76
IL13 24,72 20,92 12,12
IL6 28,05 23,03 32,99
IL12p40 30,45 23,55 111,24
IL18 21,93 20,25 3,00
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IL4 39,00 38,92 0,99*
IL10 28,56 24,27 16,78
iINOS 21,92 16,50 39,95
TLR5 28,54 29,45 0,50*
TL1a 23,52 18,78 25,02

IL8 20,87 17,12 12,53
K60 22,09 18,08 14,26
K203 23,61 16,10 170,66

Lymphotactin 34,79 32,00 6,49

Tab. 10: in der qRT-PCR bestéatigte Expressionswerte des in vitro Experimentes

Primare Hihnermakrophagen wurden vier Stunden mit S. enteritidis mit einer MOI von 10 stimuliert. In Tab. 9
wurden die Expressionsdaten, die im Array generiert worden sind, dargestellt. In dieser Tabelle werden nun die
Ergebnisse der gqRT-PCR Analyse der gleichen Gene des gleichen Experimentes gezeigt.

* L4 und TLR5 waren nicht signifikant reguliert

5.5. in vivo Infektionsstudie

Die bisher beschriebenen Versuche hatten die Reaktion von Kkultivierten
Makrophagen auf die Infektion mit Salmonellen analysiert. Dabei zeigte sich, dass
die gewahlte Analysemethode gut geeignet ist, um Genexpressionsanderungen zu
detektieren und dass die quantitativen Daten des Microarrays gut mit denen der qRT-
PCR korrelierten.

Im zweiten Teil der Arbeit sollten nun vergleichende Analysen mit Gewebeproben
infizierter Tiere durchgeflihrt werden. Ziel dieses Teils der Arbeit war es,
Veranderungen der Genexpression im Verlaufe der Zeit wahrend einer
Salmonelleninfektion im Haushuhn zu analysieren. Daher wurden bei dieser Studie
Huhner mit S. enteritidis infiziert, zu den unten ausgeflhrten Zeitpunkten getotet und

deren Organe zur RNA-Isolation entnommen.

5.5.1. Versuchsaufbau

Im in vivo Versuch wurden SPF-HUhner (engl.: specific-pathogen free), die zu
Versuchsbeginn 8 Wochen alt waren, genutzt. Um den Stress flur die Tiere moglichst
gering zu halten, wurden sie zur Eingewohnung bereits eine Woche vor

Versuchsbeginn eingestallt.

Die Hihner wurden mit einer Dosis von 1x10” Salmonellen pro ml oral infiziert. Die
Suspension wurde mit Hilfe einer autoklavierten Knopfkantle direkt in den Kropf
gegeben. Das Volumen betrug 1 ml. Den Kontrolltieren wurde PBS appliziert. Um die

exakten Entnahmezeitpunkte einhalten zu konnen, wurden die Tiere im Abstand von
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10 min infiziert. Die Gruppe der infizierten Tiere bestand je Zeitpunkt aus 8 Hihnern,
die Kontrollgruppen jeweils aus 6 Tieren. Bei vier Entnahmezeitpunkten ergab sich
eine Gesamtzahl von 56 Huhnern. Um Kreuz-Kontaminationen zu vermeiden,
wurden die mit Salmonellen infizierten HUhner und die Kontrollen in zwei
verschiedenen Raumen eingestallt. Aullerdem wurden die Kontrollen stets zuerst
behandelt bzw. getdtet. Zudem wurden fur jede Gruppe eigene autoklavierte Puffer
und Bestecke benutzt. Die Huhner zeigten bis zum Zeitpunkt des Schlachtens

keinerlei klinische Symptome.

Folgende Entnahmezeitpunkte wurden festgelegt: 5, 12, 24 und 48 Stunden p.i.. Die
Huhner wurden moglichst stressfrei mechanisch betaubt und durch Blutentzug
getotet. Nach Eroffnen der Bauchhdhle wurde zuerst die Milz steril enthommen. Im
Anschluss daran wurden die Caeca entnommen, der Lange nach erdffnet und mit
autoklaviertem PBS gespdult. Aus den gereinigten Caeca wurden die Caecaltonsillen
isoliert. Die Organe wurden unverzuglich je nach weiterem Gebrauch aufgeteilt. Zum

Schluss wurde Kot aus dem Colon gewonnen.

Die organischen Materialien wurden wie folgt aufgeteilt:

Proben fiir bakteriologische Untersuchung:

e ca. 1 cm des rechten Caecums
e Kot aus dem Colon

e halbe Milz

Proben fur Formalin fixierte Histologie:

e ca. 1 cmdes linken Caecums

e rechte Caecaltonsille

Proben fir RNA-Isolation:

¢ linke und rechte Caecumspitze

e linke Caecaltonsille

e halbe Milz
Die Proben flr die bakteriologischen Untersuchungen wurden in Falconréhrchen
zugig in das Labor zur direkten Weiterverarbeitung gegeben. Die histologischen
Proben wurden in Formalin fixiert . Proben fur die RNA-Isolation wurden in

RNAlater®e, konserviert.

Die bakteriologischen Untersuchungen wurden im Rahmen des Verbundprojektes
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FBI-Zoo von den Kooperationspartnern, Dr. Karsten Tedin und Sven Maurischat
(Institut far Mikrobiologie und Tierseuchen, Fachbereich Veterinarmedizin, FU
Berlin), durchgefuhrt. Die Proben fur die Histologie und die Genexpressionsanalysen
wurden im Lehrstuhl fur Tierphysiologie in Minchen durchgefihrt. Die histologischen
und die Genexpressionsanalysen wurden am Lehrstuhl flr Bakteriologie und

Mykologie in Minchen durchgefuhrt werden.

5.5.2. Ergebnisse der bakteriologische Untersuchung

Caecumgewebe, Faeces und Milz wurden zur bakteriologischen Untersuchung

gewonnen.

Das Caecumgewebe wurde gewaschen, homogenisiert und auf Salmonellen
spezifischen Nahrbéden ausplattiert. Wie in Abb. 20 zu erkennen ist, erreichte die
bakterielle Last zwoIf Stunden nach Infektion ihr Maximum. Im Verlaufe der Kinetik
fiel die Anzahl der nachgewiesenen Salmonellen wieder ab. Bei insgesamt drei
Tieren konnten zu den Zeitpunkten 5 und 48 Stunden nach Infektion keine
Salmonellen aus dem Caecumgewebe rlckisoliert werden. Im Kot war die bakterielle
Last im Durchschnitt recht konstant. Allerdings konnte bei einigen Tieren keine
Salmonellen nachgewiesen werden. In den Milzproben konnten erst nach 24

Stunden und auch nur bei insgesamt vier Tieren Salmonellen nachgewiesen werden.

Bei allen Kontrolltieren konnten keine Salmonellen riickisoliert werden.
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Abb. 20: bakterielle Last der Hiihner zu den vier Entnahmezeitpunkten

8 Wochen alte SPF-Hihner wurden mit S. enteritidis infiziert und nach 5, 12, 24 und 48 Stunden bakteriologisch
untersucht. Untersucht wurden drei Kompartimente: Caecum, Kot und Milz. Jeder Punkt entspricht einem
einzelnen infizierten Huhn (n = 8). Die Kontrolltiere (n = 6) sind nicht abgebildet; sie waren ausnahmslos negativ.
Die bakterielle Last ist auf der Ordinate in cfu (engl.: colony forming unit) pro Gramm Gewebe bzw. Kot

angegeben.

5.5.3. RNA-Isolation und -Qualitat

Caecum und Caecaltonsille standen zur RNA-Gewinnung zur Verfugung. Die
RNAIlater® fixierten Proben wurden wie unter 4.4 beschrieben isoliert und behandelt.
Die zuvor festgelegte RNA-Qualitat der photometrischen Messung im NanoDrop
wurde bei allen Proben erreicht. Die RNA Mengen der Proben bewegte sich
zwischen 10 und 50 pg. Die 260/280-Quotienten waren alle Uber 1,9 und die
260/230-Quotienten waren alle Uber 2,0, womit sich keine Hinweise auf
Kontaminationen ergaben. Zur weiteren Qualitatskontrolle wurden die RNA-Proben
im Bioanalyzer untersucht. Die RINs uberschritten alle einen Wert von 8,5 und
deuteten daher auf keinerlei Degradation hin. Nach dieser Beurteilung wurden mit

diesen RNA-Proben Microarray-Analysen durchgefuhrt.

Alle Werte, die im NanoDrop und Bioanalyzer ermittelt wurden, sind fur die gesamten
Proben des Caecums und der Caecaltonsillen in Anhang 10.7 aufgelistet und

befinden sich somit auf beigefligter CD.

5.5.4. cDNA-Synthese

Die cDNA wurde nach Herstellerangaben und wie unter Abschnitt 4.5 beschrieben
synthetisiert. In diesem Experiment wurde nach vorangegangenem DNase Verdau
(DNase |, RNase-free von Fermentas) das SuperScript® Ill First-Strand Synthesis

System for RT-PCR von der Firma Invitrogen genutzt.

5.5.5. Microarrays

Je Organ (Caecum und Caecaltonsille), je Gruppe (Salmonellen, PBS) und je
Zeitpunkt (5, 12, 24, 48 Stunden p.i.) wurden funf Proben fir die Microarray-Analyse
ausgewahilt.

Die Microarrays wurden wie unter 4.12 beschrieben durchgefuhrt. Die RNA
Konzentration wurde in jeder Probe auf 500 ng in 5,3 pl nuklease-freiem Wasser

eingestellt. Die weitere Durchfihrung fand im Laboratorium fir funktionale
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Genomanalyse (LaFuGa) im Genzentrum der LMU statt.

Wie unter Punkt 4.12.5 naher erklart, beschreibt die spezifische Aktivitat, wie viele
Cyanin-Moleklle in die fragmentierte RNA eingebaut wurden. Die spezifische
Aktivitat durfte den Wert 9,0 nicht unterschreiten, wenn die RNA weiter bearbeitet
und hybridisiert werden sollte. Die in diesem Experiment generierten Proben
uberschritten alle den Wert 9,0. Die Werte der spezifischen Aktivitat sind gesammelt

in Anhang 10.8 aufgeflihrt und somit auf beigefiigter CD zu finden.

Nach der Hybridisierung wurden alle 80 Proben gescannt. Keines der Scan-Bilder

wies Auffalligkeiten auf.

Eigenkontrollen der Agilent Software

Gleichzeitig mit dem Scannen wurden von der Agilent Software die internen
Kontrollen, die sich auf dem Array befinden, ausgewertet. Die einzelnen Punkte
wurden unter Punkt 4.12 bereits beschrieben. Diese Eigenkontrollen waren bei allen

80 Proben unauffallig.

Auswertung mittels der Software ,,R“

Mit der Software “R” erhalt man wie oben beschrieben (siehe 4.13) die normalisierten
Daten und die sogenannte heatmap. Sie ist ein Mal} dafur, wie ahnlich sich die
Proben in ihrem Expressionsverhalten waren. Wenn ein Expressionsunterschied
vorlag, dann grenzen sich die einzelnen Gruppen untereinander ab. Immer zwei
Proben stehen sich im Koordinatensystem der heatmap gegeniber und ergeben ein
blau eingefarbtes Kastchen. Je heller das Blau ist, desto ahnlicher waren sich die
Proben in ihrer Expression. Wenn sich ein und dieselbe Probe gegenlber steht, ist

das Kastchen rot gefarbt.
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Caecaltonsillen

CT3948Std S
CT37 48Std S
CT32 48Std K
CT40 48Std S
CT1 5Std K
CT36 48Std S
CT33 48Std K
CT34 48Std K
CT38 48Std S
CT35 48Std K
CT26 24Std S
CT5 5Std K
CT7 5Std S
CT6 5Std S
CT3 5StdK
CT8 5Std S
CT4 5Std K
CT2 5StdK
CT17 12Std S
CT24 24Std K
CT21 24Std K
CT19 12Std S
CT18 12Std S
CT23 24Std K
CT12 12Std K
CT13 12Std K
CT14 12Std K
CT9 5Std S
CT22 12Std K
CT20 12Std S
CT11 12Std K
CT15 12StdK
CT10 5Std S
CT25 24Std K
CT29 24Std S
CT3024Std S
CT34 24Std S
CT31 48Std K
CT28 24Std S
CT16 12Std S
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CT16 12Std S
CT28 24Std S
CT31 48Std K
CT34 24Std S
CT30 24Std S
CT29 24Std S
CT25 24Std K
CT10 5Std S
CT15 12Std K
CT11 12Std K
CT20 12Std S
CT22 12Std K
CT9 5Std S
CT14 12Std K
CT13 12Std K
CT12 12Std K
CT23 24Std K
CT18 12Std S
CT19 12Std S
CT21 24Std K
CT24 24Std K
CT17 12Std S
CT2 5Std K
CT4 5Std K
CT8 5Std S
CT3 5Std K
CT6 5Std S
CT7 5Std S
CT5 5Std K
CT26 24Std K
CT35 24Std S
CT38 48Std S
CT34 48Std K
CT33 48Std K
CT36 48Std S
CT1 5Std K
CT40 48Std S
CT32 48Std K
CT37 48Std S
CT39 48Std S
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C11128tdK
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C1112Std K
C27 24Std S
C19128td S
C2012Std S
C3948Std S
C34 48Std K
C3348Std K
C4048Std S
C3548Std K
C3748Std S
C3848Std S
C36 48Std S
C2124Std K
C2824Std S
C26 24Std S
C2924Std S
C3148Std K
C24 24Std K
C22 24Std K
C181.Std S
C3248Std K
C1712Std S
C23 24Std K
C3024Std S
C25 24Std K
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Abb. 21: Vergleich der heatmaps zwischen Caecaltonsillen und Caecum

8 Wochen alte SPF-HiUhner wurden mit S. enteritidis infiziert und nach 5, 12, 24 und 48 Stunden getdtet; die
Caecaltonsillen und Caeca wurden fiir vorliegende Arrayanalyse aufgearbeitet. Auf der rechten Seite und
unterhalb der heatmap findet sich die Beschriftung, um welches Tier es sich handelte. Die Organe sind mit ,C* firr
Caecum oder mit ,CT* fir Caecaltonsille beschriftet. Die arabische Zahl im Anschluss beschreibt die Reihenfolge,
in der die Tiere infiziert worden sind. Daraufhin folgt der Totungszeitpunkt nach der Infektion. ,K* steht flr
Kontrolle, ,S* steht fir Salmonellen und stellte daher die infizierten Tiere dar. Zu erkennen ist, dass das Bild der
Caecaltonsille homogen erscheint und dass sich in dem Bild der Caeca die Proben gruppieren lieRen.

Abb. 21 zeigt jeweils die Gesamtheit aller untersuchten Caeca und Caecaltonsillen.
Das Bild der Caecaltonsillen stellt sich sehr homogen dar. Im Gegensatz dazu ist bei
dem Bild der Caeca eine klare Gruppierung zu erkennen. Des Weiteren wurden wie
in folgender Abb. 22 gezeigt lediglich die infizierten Tiere verglichen. Zu erkennen
sind zwei Ausreilder: ,C16 12Std S* und ,C39 48Std S“. Dies zeigt sich dadurch, dass
C16 als einziges Tier zu den 5-Stunden-Tieren gruppiert wird. Im ahnlichen Sinne
wurde C39 von den anderen 48-Stunden-Tieren gesondert aufgezeigt. Die Software
,R“ wurde als eine zusatzliche Qualitatskontrolle angesehen und aufgrund von Abb.
22 wurde aus jeder Gruppe ein Tier und zwar die Tiere 10 (5 Stunden), 16 (12
Stunden), 27 (24 Stunden) und 39 (48 Stunden) von den weiteren Analysen

ausgeschlossen. Es wurde von hier ab nur noch mit n = 4 gearbeitet (sieche Abb. 23).

Caeum (n = 5)

C36 48Std S
C38 48Std S
C3748Std S
C4048Std S
C19125td S
C20 12Std S
C27 24Std S
C3948Std S
C17 125td S
C30 24Std S
C1812Std S
C29 24Std S
C26 24Std S
C28 24Std S
C10 5Std S
C9 5Std S
C75Std S
C6 5Std S
C16 12Std S
C8 5Std S

"n

C85Std S
C16 12Std S
C6 5Std S
C7 5Std S
C95Std S
C105Std S
C28 24Std S
C26 24Std S
C2924Std S
C1812Std S
C3024Std S
C17 128td S
C3948Std S
C27 24Std S
C20 12Std S
C1912Std S
C4048Std S
C37°48Std S
C3848Std S
C36 48Std S
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Abb. 22: Heatmap der Caeca (n = 5)

8 Wochen alte SPF-Hihner wurden mit S. enteritidis infiziert und nach 5, 12, 24 und 48 Stunden getdtet. Hier
dargestellt sind alle 40 Caecum-Proben. C steht fiir Caecum und die arabische Zahl fiir ein Huhn. Hinter der
Tiernummer steht der Totungszeitpunkt nach der Infektion. ,S* steht fiir Salonellen, in dieser Darstellung wurde

die Kontrolltiere nicht dargestellt. Zu erkennen sind Varianzen innerhalb der einzelnen Gruppen.

Caecum (n =4)
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C38 48Std S
C36 48Std S
C40 48Std S
C20 12Std S
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C30 24Std S
C18 12Std S
C29 24Std S
C26 24Std S
C28 24Std S
C75Std S

C95Std S

C6 5Std S

C8 5Std S

n N v n no nnonnononnnnanon
2222222222222 382823
N N N N N NN N nanononnnnon
O W WO WL J-$ 3~ 5 N T N AN N O O O ©
0 © O~ N AN N ~ N v - v F F T
O O O O W ©W O 0 O~ OO O O ©W O N~

N N AN ™ N v~ - N < O M M

O OO OO O0OOouoOoOo o oo

Abb. 23: Heatmap der Caeca (n = 4)

8 Wochen alte SPF-Hihner wurden mit S. enteritidis infiziert und nach 5, 12, 24 und 48 Stunden getdtet. Hier
dargestellt sind lediglich die Caecum-Proben, die in den weiteren Analysen beriicksichtigt worden sind. Nach den
Eigenkontrollen von Agilent und der Durchfiihrung von ,R* kristallisierten sich diese hier dargestellten Tiere
heraus (n = 4). ,C* steht fir Caecum und die arabische Zahl fur ein Huhn. Hinter der Tiernummer steht der
Totungszeitpunkt nach der Infektion. Zu erkennen ist, dass sich die Tiere innerhalb einer Gruppe nahe stehen.
Das heifdt, es lag eine geringe Varianz innerhalb einer kinetischen Gruppe vor. Diese hier dargestellten Tiere

wurden fir weitere Analysen herangezogen.

Zudem wurden mit der Software ,R* alle Zeitpunkte mit ihrer dazugehorigen
Kontrollen analysiert, was in Abb. 24 dargestellt ist. Es kristallisierte sich lediglich bei
den ,12-Stunden-Tieren“ eine Varianz der Expressionsunterschiede zwischen den
Kontrollen und den infizierten Tieren heraus. Dies bezieht sich allerdings nur auf die
Caeca wie in Abb. 24 dargestellt. Bei den Caecaltonsillen zeigte sich keine Varianz
der Expressionsunterschiede innerhalb der Gruppen und es wurde daher auf eine

Abbildung verzichtet.
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Abb. 24: Heatmaps der Caeca zu den einzelnen Zeitpunkte

8 Wochen alte SPF-HUhner wurden mit S. enteritidis infiziert und nach 5, 12, 24 und 48 Stunden getétet. Die
Proben wurden mit der Software ,R* ausgewertet. Lediglich bei der 12-Stunden-Gruppe des Caecums zeichnete
sich eine Clusterbildung ab. ,C* steht fir Caecum und die arabische Zahl fir ein Huhn. Hinter der Tiernummer
steht der Tétungszeitpunkt nach der Infektion. ,K* bedeutet Kontrolle und ,S* bedeutet Salmonellen und stellt

daher die infizierten Tiere dar.

Auswertung mittels der Software SAM

Die Software significance analysis of microarrays (SAM) dient dem Generieren von
Listen signifikant regulierter Gene. Es wurde sowohl die Abfrage der einzelnen
Zeitpunkte als auch eine multiclass-Abfrage durchgefiihrt. Beides wurde im Abschnitt

4 .13 naher erlautert.
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Bei einer false discovery rate (FDR) von 0,01 und einer Akzeptanz von einem fold
change (FC) von +/- 1,5 ergaben sich folgende Anzahl von Genen, die gegenuber

der Kontrolle signifikant reguliert waren.

Organ Zeitpunkte Anzahl der signifikant regulierten Gene
5 Stunden 665
12 Stunden 6561
Caecum
24 Stunden 1046
48 Stunden 2566
5 Stunden 871
) 12 Stunden 1380
Caecaltonsille
24 Stunden 919
48 Stunden 751

Tab. 11: Anzahl der signifikant regulierten Gene des in vivo Versuches

8 Wochen alte SPF-HUhner wurden mit S. enteritidis infiziert und nach 5, 12, 24 und 48 Stunden getdtet; Caeca
und Caecaltonsillen wurden fiir Arrayanalysen aufgearbeitet. Hier zusammengefasst sind die mit SAM
generierten Anzahlen der signifikant regulierten Gene. Dies bezieht sich auf eine FDR von 0,01 und einem FC

von +/- 1,5.

In Tab. 11 ist zu erkennen, dass beim Caecum auch hier bei zwolf Stunden das
Maximum der Anzahl der signifikant regulierten Gene erreicht wurde, was sich
bereits bei der Analyse der bakteriellen Last und den heatmaps abzeichnete. Die
Zahl regulierter Gene der Caecaltonsillen zeigt ebenfalls bei zwdlf Stunden ein
Maximum, wobei das Gesamtniveau sehr viel niedriger ist als bei den

Caecumproben.

Auswertung mittels der Software MEV

Durch die Software multi experiment viewer (MEV) wurde aus den normalisierten
Daten in einer multiclass-Analyse ein Datenblatt erstellt, welches in MEV benutzt

werden konnte. Diese Software wurde wie unter Punkt 4.13 beschrieben angewandt.

Die Analyse ergab spezifische Expressionsmuster, die eine bestimmte Anzahl von
Genen enthielten. Das heif3t diese Gene, die sich in dem gleichen Cluster befinden,
verhielten sich in ihrer Expression auf sehr ahnliche Art und Weise. Abb. 25

(Caecum) und Abb. 26 (Caecaltonsille) fassen dies zusammen.
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Caecum
001: 854 Gene 002 1679 Gene 003: 660 Gene
004 2507 Gene 005 175 Gene 006: 94 Gene
007 339 Gene 008 854 Gene 009 1156 Gene

Abb. 25: MEV-Analyse signifikant regulierter Gencluster der Caecumproben

8 Wochen alte SPF-Hiihner wurden mit S. enteritidis infiziert und nach 5, 12, 24 und 48 Stunden getétet; Caeca
und Caecaltonsillen wurden fir Arrayanalysen aufgearbeitet. In den Caeca ergaben sich durch die Software
»,MEV* 9 signifikant regulierte Expressionsmuster. In einem jeweiligen Schaubild ist der erste Balken ein Kontrolle
und stellt somit den Zeitpunkt 0 dar. Die weiteren Balken entsprechen dem zeitlichen Verlauf von 5, 12, 24 und 48

Stunden p.i.. Die mittlere grau gepunktete Linie entspricht einem unveranderten Expressionsniveau. In der
Uberschrift eines jeden Schaubildes steht die Anzahl der darin enthaltenen Gene.
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Caecaltonsille
001: 124 Gene 002 1115 Gene 003 252 Gene
004 249 Gene 005 421 Gene 006 90 Gene

Abb. 26: MEV-Analyse signifikant regulierter Gencluster der Caecaltonsillen

8 Wochen alte SPF-Hiihner wurden mit S. enteritidis infiziert und nach 5, 12, 24 und 48 Stunden getétet; Caeca
und Caecaltonsillen wurden fiir Arrayanalysen aufgearbeitet. In den Caecaltonsillen ergaben sich durch die
Software ,MEV* 6 signifikant regulierte Expressionsmuster. Zu erkennen sind je Schaubild 5 Balken, die der
Kinetik entsprechen. Der erste Balken entspricht der Kontrolle und ist somit den Zeitpunkten 0. Nachfolgend sind
die Zeitpunkte 5, 12, 24 und 48 Stunden p.i. dargestellt. Die mittlere grau gepunktete Linie entspricht einem
unverénderten Expressionsniveau. In der Uberschrift eines jeden Schaubildes steht die Anzahl der darin

enthaltenen Gene.

Die Liste, um welche Gene es sich in diesen einzelnen Clustern handelte, befindet

sich im Anhang 10.6. auf beigefugter CD.

Pathway express

Pathway Express wurde wie unter Punkt 4.13 beschrieben durchgefuhrt. Der Stand
der Annotation des Hiuhnergenoms war zum Zeitpunkt dieser Auswertung bei 13 353
Genen. Auch an dieser Stelle wird darauf hingewiesen werden, dass die hier
zugrunde liegenden Gensymbole auf humanen Datenbank beruhen, welche von der

Nomenklatur der Gene des Haushuhnes durchaus abweichen konnen.

Ein ,corrected gamma p-value” von 0,05 ist signifikant. Bei diesem in vivo Versuch
wurde der ,corrected gamma p-value“ von bis zu unter 0,25 beachtet, da auch Werte

von uber 0,05 biologisch relevant sein kdnnten.

Folgende Tab. 12 fasst die Anzahl der signifikanten Signalwege zusammen. Die
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Liste, um welche Signalwege es sich dabei handelt und die dazugehdrigen

Graphiken befinden sich in Anhang 10.4.

Anzahl der
signifikanten Anzahl der
Organ Zeitpunkt g Signalwege
Signalwege
(p-Wert unter 0,05) (p-Wert unter 0,25)
5 Stunden 14 1
12 Stunden 41 66
Caecum
24 Stunden 20 53
48 Stunden 32 55
5 Stunden 23 54
. 12 Stunden 11 40
Caecaltonsille
24 Stunden 13 41
48 Stunden 17 44

Tab. 12: Anzahl der signifikant regulierten Signalwege des in vivo Versuches
Mit einem ,corrected gamma p-value* von bis zu unter 0,25 bzw. unter 0,05 ergaben sich die hier aufgelisteten

Anzahlen der Signalwege. Wenn der p-Wert unter 0,05 war der Signalweg signifikant reguliert.

Expressionswerte

Bei der Auswertung des in vitro Infektionsversuches in Abschnitt 5.4 wurde ein
Schwerpunkt auf die Signalwege der Zytokine- und Toll-like-Rezeptoren gelegt.
Daher wurde bei der Auswertung in vorliegendem in vivo Experiment derselbe Fokus

festgelegt. Die Ergebnisse wurden in Abschnitt 5.5.7 vergleichend aufgelistet.

In Tab. 13 sind die Expressionswerte des in vivo Experimentes aufgeflihrt und es ist
zu erkennen, dass im Gewebe der Caeca eine deutlichere Expressionsregulation
stattfand als in den Caecaltonsillen. Die Hohe der Expressionsunterscheide bzw. die
Regulation ins Positive oder Negative korrelierte mit Ausnahme von TRAIL-like, ein
bisher nur beim Huhn annotiertes Gen, mit den Expressionsniveaus der in vitro

Daten.

Deutlich unterschiedlich in ihrem Expressionsniveau zur Kontrolle waren IL1B, IL6,
IL2, IL12p40, IL18, IFN-y, IL10, TNFSF5, TNFSF10 und TRAIL-like. Ferner waren
die Chemokine CCL4, CCL20, und CXCL8 deutlich gegenuber der Kontrolle hoch
reguliert. Ein bemerkenswerter Expressionsunterschied erzielte CCL20 mit einer 5-
fachen Hochregulation gegenuber der Kontrolle; diese Tendenz zeigte sich bereits in

der in vitro Studie. Die Toll-like-Rezeptoren sind nicht oder minimal runterreguliert.
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Gruppe Gersymbol invivo, Caecum invivo, Gaecaltorsille
55td | 125td | 245td | 49 std | S5td | 125td | 24 Std | 4 Std
inflarnrmatorische Zyoking IL1f - 22 - 152 - - - z
ILE 22 - - 38 17 - - 17
Zytokine der Th1-Anteort L2 17 16 - 21 -1B -
IL12p40 - 23 - -
IL15 24 28
IL15 15 42 - - -
[FIy - 24 -16 13 -18
Zytokine der Th2- Anbwort IL10 - 273 - 15 -
Interl eukin-Rezeptoren IL1R1 - 16 - -
IL1RL2 - 14
IL1RZ - 25 -
IL2ZRA, - - - 17
IL10RA, - 20 19 24
IL13RAZ - - - 19
IL23R - - - 17
Turmornekrose Faktor Superfamilie TMFSFS (CD40) - - - 20
THFSF10 (TRAIL) - - 18 21
THNFRSF11E - - -
TMFSF15 (TL1a) - -
THFREF18 - 27
TMFRESF23 (MES0E) - - - -
TRAIL-like 25 30 44 47
Chernokine ccu - - - -
CCL4 (K203) - 37
ccL2a 17 50 e -
CRCLE (IL3) 22 29 - 2F
WO (IL8-Hormology | -18 32 -1.1 23 -
CRCLT3 2h . 5 28 16
Chernokin-Rezeptoren CRCRY - - - 2 5
CCRE - - - 17
Toll-like-Rezeptoren TLRZ - -
TLR4 = -16
TLRS ) 16 - 2
TLR15 - - - 22
Stoffwechselmole kile der Makrophagen |[INOS - s - 2B

Tab. 13: im Array gemessene Expressionsdaten des in vivo Experimentes

8 Wochen alte Hihner wurden mit S. enteritidis infiziert und nach 5, 12, 24 und 48 Stunden getotet. Als
Probenmaterial dienten Caecum und Caecaltonsillen. Die vorliegende Tabelle zeigt die Expressionswerte
gegenuber der Kontrolle. Die Auswahl der Gene orientierte sich an den in vitro Daten wie es sich in 5.4.4
abzeichnete. Es kristallisierte sich ein Fokus auf Vertreter der Interleukine, Interferone, Tumor Nekrose Faktoren
Familienmitglieder und Chemokine heraus. Bei mit Gedankenstrich versehenen Feldern handelte es sich um nicht

signifikante Werte, sie sind daher nicht dargestellt.

5.5.6. qRT-PCR

IFN-y, IL6, TLR5, TL1a und K60 wurden in der gRT-PCR validiert. Die

Genexpression gegenuber der Kontrolle wird in Abb. 27 graphisch dargestellt.

Auffallig ist, dass bei den Zeitpunkten 5 und 24 Stunden, eine verminderte
Regulation und bei den Zeitpunkten 12 und 48 Stunden eine Hochregulation
uberwog. Nach 12 Stunden ist ein Hohepunkt der Expressionsunterschiede zu

erkennen. Diese Tatsache korrelierte mit den 12 Stunden Maxima bei der
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bakteriologischen Untersuchung (5.5.2) und der Arrayanalyse (5.5.5).

IFN-y zeigte 12 und 48 Stunden p.i, eine erhdhte und 5 und 24 Stunden p.i. eine
verminderte Expression. IL6, ein proinflammatorisches Zytokin, zeigte eine deutliche
und erwartete Hochregulation. Die nahezu unveranderte Expression von TLRS5,
einem pattern recognition receptor (PRR), welcher Flagellin bindet, zeichnete sich
bereits in den Arrayanalysen ab. TL1a des Huhnes, welches als madglicher
funktioneller Ersatz fir TNFSF15 der Maus postuliert wird, zeigte im Verlaufe der
Kinetik eine geringe Hochregulation. K60, ein IL8-Homolog, stieg mit Ausnahme des
24 Stunden Wertes stetig an. Insgesamt wurden die Verhaltnisse aller
Expressionsdaten aus der Arrayanalyse mit der qRT-PCR-Methode bestatigt, was in

5.5.7 gezeigt ist.

Bl IFNy
.. . e s IL6
Hihner mit S. enteritidis infiziert 3 TLR5
47 =3 TL1a
1 Ke0
3_
) H
& 1 / /3 _ ** |_|
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g o
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Abb. 27: in der qRT-PCR gemessene Expressionswerte des in vivo Experimentes in einer Graphik

8 Wochen alte SPF-Hihner wurden mit S. enteritidis infiziert und nach 5, 12, 24 und 48 Stunden getétet. Die
gewonnenen Proben wurden bereits in der Microarray-Analyse gemessen und nun in der gRT-PCR vergleichend

analysiert. Auf der Ordinate ist die Expression gegentiiber der Kontrolle aufgetragen. Auf der Abszisse sind die
gemessenen Gene zu finden. Bei dieser Darstellung ist zu beachten, dass Werte unter 1,0 als -1/(2*-ddCt)
dargestellt sind, um die tatsachliche Expressionsminderung gegentber der Kontrolle zu verdeutlichen. Werte tiber
1,0 entsprechen einer Expressionssteigerung und sind die 2*-ddCt-Werte. Der grau hinterlegte Bereich zwischen
1 und -1 beschreibt einen Bereich, in dem die Genexpressionsunterschiede als nicht signifikant anzusehen sind.

** K60 war 24 Stunden p.i. nicht signifikant reguliert.
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5.5.7. Analysenvergleich zwischen in vitro und in vivo Studien

Ziel vorliegender Studie war es die Veranderung der Genexpression im Hinblick auf
die angeborene Immunantwort des Haushuhnes nach einer Salmonelleninfektion zu
analysieren. Zu diesem Zwecke wurden Infektionsversuche sowohl in Huhnern als
auch in kultivierten Makrophagen mit demselben Salmonella Serotyp durchgefihrt.
Um die Ergebnisse der in vitro und in vivo Experimente besser vergleichen zu

konnen, sind diese in Tab. 14 gegenubergestellt.

Vergleich zwischen Array- und qRT-PCR Methode

Wenn die Expressionsdaten des Microarrays mit denen der qRT-PCR direkt in
Vergleich gegenuber gestellt werden, so bestatigen sich die Ergebnisse. Alle Gene,
die in der qRT-PCR gemessen wurden, wurden mit den normalisierten Daten des
Arrays verglichen. Dies wurde in folgendem Schaubild beispielhaft an IL6 im Caecum

abgebildet.

Vergleich zwischen qPCR und Amray —-40-dCT aus gP CR
am Beispiel von IL6

normalisierte Daten aus Aray

14 1

12 -
10 - .W

Regulation

= (] Jea (=] (ma]
1 1 1 1

K.antrolle 5 Std p. 12 5td pu 24 5tdpi 45 5td pui.

Abb. 28: Vergleich der Expressionsdaten zwischen Array und qRT-PCR
Hier wurden Daten des in vivo Versuches direkt gegenilibergestellt. Zum einen die normalisierten Daten des
Arrays und zum anderen die 40-ACt-Werte der gqRT-PCR. Es zeigt sich deutlich, dass die Verhaltnisse sehr

ahnlich sind und beide Methoden in ihrer Zuverlassigkeit bestatigt werden.
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Vergleich der Array Expressionsdaten

Aufgrund oben beschriebener Vergleichbarkeit zwischen Array und qRT-PCR, wird
nun im Folgenden der Fokus auf die Arraydaten gelegt. SchlieRlich verschafft diese
Methode einen Uberblick (ber das gesamte Hihnergenom, soweit zumindest
annotiert. Diese Arbeiten wurden wie unter Punkt 4.12.3 beschrieben bei einem

Stand von 13 353 annotierten Genen durchgeflhrt.

Wenn die Daten der Arrays miteinander verglichen werden, was folgende Tab. 14
zeigt, ist ein deutlicher Unterschied, dass bei den in vitro Daten die
Expressionsniveaus insgesamt sehr viel hoher sind. Dies ist zu erwarten. Es wurde
eine reine Makrophagenkultur mit Salmonellen infiziert; dem gegenuber stand im in

vivo Versuch ein gesamter Organismus mit zellularen Barrieren und Matrix entgegen.

Des Weiteren zeigten die Caecaltonsillen-Proben sehr viel weniger signifikant
regulierte Gene. Dem gegenuber reagierten die Caeca mit einer deutlich hdheren

Anzahl signifikant regulierter Gene.
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Gruppe Gensymbol invivo, Caecum invivo, Caecaltorsille invitro
5Std | 12Std | 24 Std | 48Std | 55td | 12Std | 24 Std | 48 Std | 4 Std
inflam matorische Zytokine IL1B - 2,2 - {ia - - - - 148
L& 2.2 5 o 35 A7 e 5 17 25,0
Zytokine der Thi-Antwort L2 -17 16 - 94 15 - - - 78
IL12pa0 . 2.3 " - g - - . 145,53
IL18 -24 2,8 - - - - - - 29
IL15 15 4.2 - - - - - - 20
IFN Y - 24 -1, 19 -13 - - - 1
Zytokine der Th2-Antwort IL1D i 253 5 16 i " E % 85
Inter eukin-Rezeptoren IL1R1 - 16 - - - - - - -29
IL1RL2 2 19 > i - ¢ 3 - 16
IL1R2 - 25 - - - - - - 1,9
ILZRA - - - 17 - - - - 24
IL10RA 0 -2 19 24 % & - i 47
IL13RAZ - - i 19 . - - i G
IL23R 2 3 . 17 - 2 % - 26
Tum ornekros e Faktor Superfamilie TMFSFS (CD40) & g . 20 : 3 & . 177
TNFSF10 (TRAIL) - - 15 2.1 - - - - -
TMFRSF11B 2 - : s - e : 5 57
TNFSF15 (TL1a) - - - - - - - - 16,2
TMFRSF18 5 2,7 = : 2 - 2 = 55
TMFRSF23 (MS0B) | - s : - - - i i 85
TRAIL-like 29 3,0 45 47 - - - - -2
Chemokine CCL1 : - % : : e : g 656
CCL4 (K203) - 37 - - - - - - 319
CcL20 17 5,0 . . 2 - 2 s 2856
CHCLS (IL8) -2.2 2,9 - 25 - - - - 59
W60 (ILB-Homolog) | -13 3,2 ] 23 . - - . 76
EHCLYS -25 - - 25 -15 - - - 49
Chemokin-Rezeptoren CHCRY - - - - - - - - 3.0
CCRE - - - 17 - - - - -
TolHike-Rereptoren TLR2 : : 2 i - o E % -19
TLR4 - 15 - - - - - - -3.7
TLR5 z 16 o - - ¢ % - -2
TLR15 - - - 77 - - - - 28
Stoffw echaelm ol ekille der Makrophagen | INOS - 1.7 . 26 . - - . 184
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Tab. 14: Vergleich der in vitro und in vivo Array Expressionsdaten

In dieser Tabelle sind alle Array Expressionsdaten der Gene, auf die der Fokus gelegt wurde und annotiert waren,
zusammengefasst. Zum einen die Daten der zwei Organe (Caecum und Caecaltonsille) des in vivo Versuches zu
den Zeitpunkten 5, 12, 24 und 48 Stunden. Und zum anderen die Daten aus dem in vitro Versuch, bei dem

primare Makrophagen Uber 4 Stunden mit einer MOI von 10 und demselben Salmonellen Serotyp infiziert wurden.

5.5.8. Histologie

Die Caecum- und Caecaltonsillen-Proben des in vivo Experimentes wurden durch

Hamatoxylin-Eosin- und Giemsa-Farbung histologisch untersucht.

Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) dient der Unterscheidung von

Gewebestrukturen. Vor allem Zellkerne werden klar angefarbt.

Deutlich zu erkennen ist, dass die Mukosa im Verlaufe der Infektion in ihrer Masse
zunahm. Zudem fanden sich vermehrt mononukleare Zellen, wobei es sich scheinbar
um Entzindungszellen handelte. Des Weiteren sind Zellen mit groflem
zytoplasmatischem Anteil zu erkennen, was auf Fresszellen schlielen Iasst.

Zusammenfassend ist zu erkennen, dass ein Entzindungsgeschehen stattfindet.
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Abb. 29: Verlauf einer S. enteritidis Infektion im Caecum des Huhnes (HE-Farbung)
Hamatoxylin-Eosin-Farbung. Kontrolle (1), 5 Stunden p.i. (2), 12 Stunden p.i. (3), 24 Stunden p.i. (4), 48 Stunden
p.i. (5), jeweils mit 10facher (A) und 40facher (B) VergroRerung gezeigt. Durch * werden die Germinalen Zentren
gekennzeichnet. M betitelt die Zona Muscularis und L das Darmlumen. Die mit Pfeil markierten Zellen sind Zellen,
die einen groRem zytoplasmatischen Anteil aufweisen, welches auf Fresszellen hindeutet.
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Giemsa-Farbung

Durch eine Giemsa-Farbung sollte einerseits bewiesen werden, dass die
Salmonellen in dem erwarteten Zielorgan tatsachlich zu finden waren und

andererseits wurde sie als Ubersichtsfarbung durchgefihrt.

Die mit Formalin fixierten Proben wurden auch mit der Giemsa-Farbung wie in Abb.
30 gezeigt angefarbt. Der Vorteil an dieser Farbung ist die klare Erkennung der
Bakterien. Allerdings waren die Salmonellen intraepithelial nur schwer zu
differenzieren. Beispielhaft sind in folgender Abbildung zwei Schnitte von
Caecumgewebe gezeigt. Bemerkenswert ist, dass in den histologischen Schnitten

der Caecaltonsillen keine Salmonellen zu finden waren (nicht gezeigt).

Caecum

a) 12 Stunden p.i. | b) 48 Stunden p.i.

Abb. 30: Verlauf einer S. enteritidis Infektion im Caecum des Huhnes (Giemsa-Farbung)

Diese Schnitte zeigen Caeca, die 12 Stunden p.i. (a) und 48 Stunden p.i. (b) gewonnen worden sind. Sie sind in
100facher VergréRRerung abgebildet. Durch den klassischen Pfeil sind die Salmonellen, durch den abgerundeten
Pfeil die Erythrozyten und durch Sternchen werden die Epithelzellen gekennzeichnet. L betitelt das Darmlumen

und K die caecalen Krypten. In den Caecaltonsillen hingegen waren keine Salmonellen zu finden
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6. DISKUSSION

Salmonellosen des Menschen sind nach Infektionen mit Campylobacter die
zweithaufigste durch Lebensmittel Ubertragene bakterielle Infektion in Deutschland
und der Europaischen Union. Die wichtigste Infektionsquelle dieser Erkrankung sind
vom Huhn stammende Lebensmittel wie Eier, Eiprodukte und das Fleisch der Tiere.
Dabei sind die nicht wirts-spezifischen Serovare S. typhimurium und S. enteritidis die
haufigsten Ausloser gastro-intestinaler Erkrankungen beim Menschen. Beide Erreger
konnen Huhner infizieren, ohne aber eine Erkrankung bei den Tieren auszuldsen.
Die gesetzlich vorgeschriebene Impfung von Legehennen hat sich nicht nur unter
experimentellen, sondern auch unter Feldbedingungen als geeignete MalRnahme zur
Reduktion von Salmonellosen beim Menschen erwiesen und wird daher auch
zuklnftig ein wichtiges Instrument zur Kontrolle von Salmonellosen sein. Die
Mechanismen der Impfstoffwirkung sind aber immer noch weitgehend unklar, ebenso
wie die immunologischen Kontrollmechanismen im Huhn, die fur die geringe
Empfanglichkeit der Tiere gegenuber den nicht-wirtsspezifischen Salmonellen
verantwortlich sind. Allgemein wird davon ausgegangen, dass Erkenntnisse aus der
Maus auch fur das Huhn Glltigkeit haben. Bemerkenswert ist in diesem
Zusammenhang, dass das S. typhimurium Modell in der Maus eher S. typhi
Infektionen des Menschen mit schweren Krankheitsverlaufen widerspiegelt, nicht
aber die Situation der inapparenten Infektion im Huhn [127, 128]. Es kann daher
angenommen werden, dass Hlihner Immunreaktionen auf eine Salmonelleninfektion
zeigen, die sich sowohl qualitativ als auch quantitativ von denen des Mausmodells
unterscheiden. Sinnvoll erscheinen daher nur Studien, die direkt im aviaren System

durchgefuhrt werden.

Seit der Entdeckung der Dichotomie des adaptiven Immunsystems und der
Ontogenese lymphatischer Organe im Huhn [129, 130] wurden erhebliche
Fortschritte auf dem Gebiet der HUhnerimmunologie gemacht. Insbesondere die
Sequenzierung des Huhnergenoms [4] hat der Vogelimmunologie geholfen jene
Gene zu identifizieren, die entscheidende Funktionen in der Abwehr von
Infektionserkrankungen ubernehmen. Im Besonderen wurden zahlreiche Chemokine
und Zytokine klassifiziert, die aus dem Mausmodell bekannte Funktionen im Rahmen
der Immunabwehr zeigen. Zudem konnten neue Technologien, wie die holistische

Genexpressionsanalyse mit Hilfe von Microarrays, auch fur das Huhn etabliert und
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bis zur Anwendungsreife entwickelt werden. Damit stehen heute neue und
leistungsfahige = Methoden  zur  Untersuchung der Immunreaktion auf
Infektionskrankheiten beim Huhn zur Verfugung. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Genexpressionsanalyse mit Hilfe von Microarrays verwendet, um sowohl in vitro als

auch in vivo Studien zur Immunreaktion auf S. enteritidis Infektionen durchzufihren.

Makrophagen spielen eine wichtige Rolle bei der Infektion mit Salmonellen, da sie
die Bakterien aufnehmen kdnnen, ohne sie aber effizient zu eliminieren [64].
Vielmehr haben Salmonellen zahlreiche Mechanismen entwickelt, um in diesen
Zellen zu Uberleben und sie als Vehikel zur systemischen Ausbreitung zu nutzen
(siehe Punkt 2.2.6). Entsprechend stand die Interaktion von Salmonellen mit diesen
Zellen auch in frGheren Studien im Zentrum des Interesses. Die bislang bekannten
Erkenntnisse zur Reaktion der frGthen angeborenen Immunantwort stammen vor
allem aus in vitro Studien mit der Huhner-Makrophagenlinien HD11 [131-133].
Allerdings ist diese Zelllinien, wie auch die meisten anderen aviaren Zelllinien, aus
einer  retroviralen  Transformation  hervorgegangen, woraus  zahlreiche
Veranderungen im Genom der Zellen und in der Genexpression resultieren [134].
Dies demonstrierte auch eine Arbeit aus dem Jahre 2001, in welcher primare
Makrophagen und Zelllinien mittels Chemilumineszenz-Analysen miteinander
verglichen wurden. Genannte Zellen zeigten deutliche Unterschiede in ihrer
Reaktion. Diese Unterschiede sind mdglicherweise auf einen Einfluss auf ihre
Genexpression Ubertragbar [135]. Aus diesem Grunde wurden in der vorliegenden
Studie primare Huhnermakrophagen fur die in vitro Studien genutzt. Erganzend
sollten in einer in vivo Untersuchung an einem S. enteritidis Infektionsmodell
vergleichende Daten erarbeitet werden. Als analytische Methode sollte dazu die
Microarray basierte Genexpressionsanalyse zur Anwendung kommen, die simultane

Untersuchung von tausenden von Genen in einer Probe ermdoglicht..

6.1. Agilent Microarray Technologie

FUr die hier durchgefihrten Analysen der angeborenen Immunantwort wurde die
Microarray-Technologie der Firma Agilent gewahlt. Agilent Microarrays ermaoglichen
die zeitgleiche Untersuchung von tausenden Transkripten bei einer hohen Flexibilitat
und Empfindlichkeit. Als Format wurden die 4x44K Variante gewahlt, die die
gleichzeitige Hybridisierung von 4 Arrays mit je 44 000 Oligonukleotidsequenzen

ermdglicht. Eine Besonderheit der Agilent-Technologie erméglichte es zudem, das
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bestehende Katalog-Array, das einen Querschnitt aller bekannter DNA-Sequenzen
des Huhnergenoms enthalt, um weitere Oligonukleotide zu erweitern. Daher wurden
fur die vorliegende Arbeit weitere 1699 Sequenzen von bekannten und
immunologisch besonders relevanten Genen ausgewahlt und vom Hersteller nach
unseren Angaben auf die Array-Slides aufgetragen. Um die funktionellen
Untersuchungen der Array-Expessionsdaten zu ermoglichen, wurden den
Sequenzen die entsprechenden Gene zugeordnet. Anzumerken ist, dass sich die
Annotation, die vom Hersteller durchgefihrt wurde, auf lediglich ca. 6 000 Gene
beschrankte und damit die Moglichkeiten eines 44K Arrays bei weitem nicht
ausschopfte. Die hier zusatzlich durchgefuhrte Annotation des Katalog- und Custom-
Arrays ergab, wie unter 5.2 erlautert, eine Zahl von 24 515 Sequenzen, die ihrem
entsprechenden Gen zugeordnet werden konnten. Hierunter befanden sich
zahlreiche Gene, die mehrfach auf dem Array vertreten waren, so dass tatsachlich
13 353 Gene auf dem Array identifiziert werden konnten. Schatzungen Uber den
Umfang des Huhnergenoms gehen von einer dem humanen Genom ahnlichen
Anzahl von ca. 20 000 bis 22 000 Genen aus [4], denen jedoch zu einem erheblichen

Teil noch keine Funktion zugeordnet werden konnte.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der hier verwendete Array nach der
Annotation das Hihnergenom ausreichend gut reprasentiert und damit die Erstellung

von genomweiten Expressionsprofilen ermdglicht.

6.1.1. Statistische Auswertungsmethoden

Die Verwendung kommerzieller Microarrays ermaoglicht die schnelle und hochgradig
reproduzierbare Probenanalyse. Die wesentliche Herausforderung bei solchen
holistischen Analysen liegt in der nachfolgenden Datenauswertung. Um diese auf
einer statistischen Grundlage auszufihren, wurden die Daten mittels SAM einer
Signifikanzanalyse unterzogen. Die durchgefuhrten ,two class unpaired“ und
.Multiclass* Analysen stellen somit die Grundlage fur zwei mdgliche
Betrachtungsweisen der Microarray-Auswertung dar. In der ,two class unpaired”
Signifikanzbestimmung werden zwei Gruppen einander gegentbergestellt, so dass
die direkten Expressionsunterschiede als ,Fold Change” (FC) dargestellt werden
konnen. Dies ermoglicht die Evaluierung der Gene, die zwischen den verglichenen
Infektionszeitpunkten bzw. Proben eine differentielle Expression zeigen. Aus diesen

Gegenuberstellungen konnten funktionell genomische Untersuchungen, wie
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Signalweganalysen und die Einteilung der Gene in funktionelle Gruppen,
durchgefuhrt werden. Die Ergebnisse dieser Auswertungen zeigen dabei nicht nur fur
die einzelnen Vergleiche charakteristisch regulierte Signalwege, sondern auch
solche, die in jedem der vier angesetzten Gegenuberstellungen signifikant

differentiell reguliert waren.

Dem entgegen gibt die ,Multiclass“-Signifikanzanalyse die statistische Grundlage fur
die Betrachtung des Genexpressionsverlaufs Uber mehrere Zeitpunkte wieder. Die
signifikant regulierten Gene wurden in Clusteranalysen gefiltert und in
Expressionsprofile eingeteilt, so dass Gene mit ahnlichem Verhalten Gruppen
zugeordnet werden konnten. Anhand dieser Profile kbnnen Gene die an bestimmten
Zeitpunkten aktiv sind, in Zusammenhang mit der Salmonelleninfektion gesehen
werden. Die Grolde der erstellten Cluster spiegelt die bereits in den Einzelvergleichen
gewonnenen Erkenntnisse wieder. Im in vivo Versuch ergaben sich fur das Caecum

neun und fur die Caecaltonsille sechs signifikant regulierte Cluster.

6.2. in vitro Infektionsexperimente mit primaren Makrophagen

In einem ersten Versuchsansatz sollte die Microarray-Technologie zur Untersuchung
der Reaktion primarer Makrophagen auf eine Infektion mit S. enteritidis genutzt
werden. Dabei sollte die Technologie erstmals im eigenen Labor in einem
Infektionsmodell auf ihre Anwendbarkeit gepruft werden. Zugleich ermdglichte dieser
Ansatz aber auch die Analyse der Genexpressionsmuster von infizierten versus nicht
infizierten primaren Makrophagen. Die Isolierung und Kultivierung von primaren
Huhnermakrophagen stand als etabliertes System im Labor zur Verfligung.
Allerdings existierten keine Erkenntnisse uber die Reaktion dieser Zellen auf eine
Salmonelleninfektion. Auch die verfugbare Literatur lieferte keine Hinweise fur eine
Optimierung des Infektionssystems. Entsprechend wurden zunachst umfangreiche
Vorversuche zur Infektionskinetik, zur zellularen Reaktion und zur Optimierung der
Infektionsdosis durchgefuhrt. Es zeigte sich, dass die Infektion der Zellen mit einer
MOI von 1 zu den besten Ergebnissen hinsichtlich der Vitalitat der Makrophagen
Uber einen langeren Zeitraum (bis 24 Stunden) fuhrte. Bei einer MOI von 10 konnten
bis 8 Stunden nach Infektion Uberwiegend vitale Makrophagen rickisoliert werden,
die effizient Bakterien aufgenommen hatten. In den Uuber diesen Zeitpunkt
hinausgehenden Versuchen ergab sich, dass die Bakterien in den Zellen replizieren

konnen. Diese Beobachtung entspricht den im Mausmodell erarbeiteten Daten, die
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zeigen, dass Salmonellen zahlreiche Mechanismen entwickelt haben, um in der
bakteriziden Umgebung im Makrophagen Uberleben zu kdnnen [136-139]. Ebenfalls
in Ubereinstimmung mit publizierten Daten ist der beobachtete Effekt von IFN-y auf
die Replikationsfahigkeit der Bakterien in den Makrophagen [140, 141]. Die
Voraktivierung der Zellen mit IFN-y flhrte zwar nicht zu einer Steigerung der
Bakterienaufnahme, bewirkte aber die Aktivierung bakterizider Mechanismen und
damit die effektive Abtotung der aufgenommenen Salmonellen. Aus friheren
Untersuchungen ist bekannt, dass primare Hihnermakrophagen nach Stimulation mit
IFN-y zahlreiche toxische Molekule bilden, darunter in hohen Konzentrationen
Stickstoffmonoxid [142, 143]. Zusammenfassend zeigen diese Untersuchungen,
dass das Makrophagensystem des Huhns in der Abwehr von Salmonelleninfektionen

eine groRe Homologie zu dem der Maus aufweist.

Bis heute wurde keine Arbeit publiziert, die umfassende Genepressionsanalysen der
Immunreaktion von primaren HUhnermakrophagen als Reaktion auf eine
Salmonelleninfektion beschreibt. Die Analyse der Expressionsdaten zeigte, dass
Salmonellen infizierte Makrophagen bereits 4 Stunden nach der Infektion eine ganze
Reihe immunregulatorischer Molekule bilden. Erwartungsgemaly fanden sich
darunter solche Faktoren, die als prototypische Zytokine der Entzindungsreaktion
bekannt sind. Neben IL13 und IL6 sind dies auch Zytokine aus der TNF-Familie
(siehe Tab. 9). Fir weiterfihrende Studien erscheint in diesem Zusammenhang das
Zytokin TL1a besonders interessant. TL1a wurde erst kuarzlich beim Huhn
charakterisiert und als mogliches funktionelles Homolog zu TNF-a beschrieben [144].
Untersuchungen in der Maus haben gezeigt, dass TNF-a bei vielen
Infektionserkrankungen eine zentrale Rolle in der Abwehr spielt [145].
Interessanterweise wurde dieses Zytokin bisher nicht im Hihnergenom gefunden
[146], was zu der Hypothese fuhrte, dass TL1a mdglicherweise die Funktion von
TNF-a beim Huhn Ubernehmen kénnte [144].

Auffallig war in den Datensatzen, dass infizierte Makrophagen praktisch keine Th2-
Zytokine bildeten, dagegen mit IL12p40, IL18 und IFN-y die drei wichtigsten Th1-
Zytokine exprimierten. Die Infektion mit Salmonellen induziert offensichtlich eine
deutlich polarisierte Immunreaktion, die zur Aktivierung von Th1-Zellen fuhrt und
damit zellvermittelte Abwehrprozesse induziert. Diese Beobachtung ist in guter
Ubereinstimmung mit Daten aus dem Saugersystem, die zeigen, dass humorale

Abwehrmechanismen in der Kontrolle von Salmonelleninfektionen eine
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untergeordnete bzw. gar keine Rolle spielen [147]. Gleiches wurde kirzlich mit Hilfe
von Bursektomieexperimenten auch fur das Huhn nachgewiesen [148]. Die
beobachtete Polarisierung der Makrophagenreaktion hin zur Aktivierung einer Th1-
Reaktion untermauert damit weiter das Konzept, dass auch beim Huhn die zellulare
Immunreaktion die fihrende Rolle in der Salmonellenabwehr Gbernimmt. Allerdings
gilt es, diese Hypothese durch funktionelle in vivo Untersuchungen zu beweisen. Hier
bietet sich die Behandlung von Tieren mit rekombinantem IFN-y, dem Th1-
Effektorzytokin, vor einer Infektion mit S. enetritidis an. Dass ein solcher
experimenteller Ansatz durchaus sinnvoll ist, zeigen die eigenen Untersuchungen mit
Makrophagenkulturen. Makrophagen, die in vitro mit IFN-y voraktiviert wurden, waren
in der Lage die Infektion mit S. enteritidis zu kontrollieren und die Bakterien nach der
Aufnahme in die Zelle zu eliminieren. In nicht aktivierten Makrophagen kam es
dagegen zu einer signifikanten Vermehrung der Bakterien (siehe Abb. 12).
Ubertragen auf die in vivo Situation kann hieraus abgeleitet werden, dass Tiere, die
eine deutliche Th1-Immunantwort ausbilden, Salmonelleninfektionen kontrollieren
konnen, wahrend Tiere die nur eine schwache oder keine Th1-Zytokinbildung zeigen
dagegen fur die Salmonelleninfektion hochgradig empfanglich sein durften. Dieser
Zusammenhang ist auch aus tierzichterischer Sicht von Interesse, da sich hiermit

erste Kandidatengene fur die Selektion resistenterer Legehennen zeigen.

Die dritte Gruppe interessanter Faktoren ist die Gruppe der Chemokine. Diese
Molekule spielen eine zentrale Rolle in der Auswanderung von Immunzellen aus dem
Blut in das infizierte Gewebe [149, 150]. Kultivierte Makrophagen bilden als Reaktion
auf die Infektion eine ganze Reihe solcher Chemokine, wie die Microarray-Analysen
gezeigt haben. Besonders auffallig war das Chemokin CCL20, welches eine 285-
fache Hochregulation zeigte (siehe Tab. 9). Die Funktion diese Chemokins im Huhn
ist noch vollig unverstanden. Aus dem Saugersystem ist bekannt, dass CCL20
offenbar sowohl als inflammatorisches als auch als homdostatisches Chemokin wirkt.

Eine eindeutige Zuordnung zu einer dieser Gruppen ist offenbar nicht moglich.

Deutlich induziert waren auch solche Chemokine, die chemotaktisch auf die
heterophilen Granulozyten der Hihner wirken, wie erst kirzlich gezeigt wurde [151].
Hierzu zahlt das Chemokin IL8, welches im Microarray als signifikant reguliertes Gen
identifiziert wurde und das mit dem IL8 verwandte Chemokin K60, welches in den
gRT-PCR-Analysen signifikant hochreguliert war. Aus friheren Arbeiten ist bekannt,

dass heterophile Granulozyten nach einer Salmonelleninfektion rasch in die
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Darmwand einwandern und dass sie in der Kontrolle der Infektion von Bedeutung
sind [152, 153]. Zusammen unterstitzen diese Befunde ein Konzept, nach dem die
Infektion von residenten Makrophagen im Darmgewebe binnen weniger Stunden zur
Sekretion einer Vielzahl von immunregulatorischen Molekulen fuhrt, die rasch
heterophile Granulozyten anlocken, nachfolgend aber auch die spezifische zellulare

Immunantwort (Th1-Reaktion) aktivieren.

6.3. in vivo Infektionsexperiment

Den bisher generierten Daten aus dem in vitro Versuch sollten im Folgenden
entsprechende Daten aus einem in vivo Infektionsversuch gegenuber gestellt
werden. Um eine mdglichst groRe Vergleichbarkeit zu gewahrleisten, wurde zum
einen dasselbe Salmonellen Serovar und zum anderen dieselben Microarray basierte
Analysemethode benutzt. Zusatzlich wurden im gleichen Probenmaterial der Verlauf
der Infektion durch bakteriologische Untersuchungen Uberpraft und durch die
morphologischen Veranderungen anhand histologischer  Untersuchungen

dargestellt.

6.3.1. Wahl der Probenentnahmezeitpunkte

Um Aussagekraftige Expressionsdaten zu erhalten, ist eine Probengewinnung unter
standardisierten Bedingungen sowie eine sorgfaltige Wahl der
Probenentnahmezeitpunkte essentiell. In der geplanten Studie sollten insbesondere
die frihen Reaktionen der angeborenen Immunabwehr untersucht werden. Frahere
Untersuchungen bei Legehennen haben gezeigt, dass eine Besiedelung des
Caecums bereits wenige Stunden nach einer Infektion stattfindet [154]. Basierend
auf diesen und anderen publizierten Daten wurden die Zeitpunkte 5, 12, 24 und 48
Stunden nach oraler Infektion fur diese Studie gewahlt. Diese Auswahl der
Probezeitpunkte stellte sich als fur die Zielsetzung geeignet heraus, da sich ein
Hoéhepunkt der Genregulation 12 Stunden nach der Infektion abzeichnete. Dies
zeigte sich sowohl in den mittels ,R* erstellen heatmaps in Abb. 24 wie auch in den
bakteriologischen Untersuchung des Caecums in Abb. 20. Auch die weiteren
Auswertungsschritte, die mittel SAM-Analyse und Pathway Express durchgefuhrt
wurden, zeigten, dass zum Zeitpunkt 12 Stunden p.i. die Anzahl regulierter Gene
(Tab. 11) und signifikant reguliert Signalwege (siehe Anhang 10.4), ein Maximum

erreichten. Zusammengefasst zeigen diese Analysen, dass bereits 12 Stunden nach
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Infektion eine Maximum in der Reaktion des caecalen Immunsystems beobachtet
werden kann. Unerwartet ergaben die Auswertungen auch, dass zu den spateren
Zeitpunkten (24 und 48 Stunden) nur noch vergleichsweise wenig Gene reguliert

waren.

6.3.2. Vergleich der Kolonisation und Immunreaktion in Caecum und

Caecaltonsille

Wie im Literaturteil bereits diskutiert, wurde wiederholt eine GréRenzunahme der
Caecaltonsillen als Reaktion auf die Infektion mit Salmonellen dokumentiert [45].
Diese Reaktion ist nicht mit einer Invasion der Bakterien in die Caecaltonsille
assoziiert, die Ursache der Organvergrol3erung ist aber bisher unklar. In der
vorliegenden Arbeit ergab sich die Moglichkeit parallel zu den Gewebeproben aus

dem Caecum auch Caecaltonsillen fur die Genexpressionsanalysen zu gewinnen.

Insgesamt spiegeln die gewonnenen Daten wider, dass das Caecum eine deutlichere
Reaktion des Immunsystems zeigte als die Caecaltonsillen. Sichtbar wird dies in der
Gegenuberstellung der mittels ,R* erstellten heatmaps (Abb. 21) und der deutlich
héheren Anzahl an regulierten Genen im Caecum wie in Tab. 11 aufgeflhrt.
Entsprechend finden sich im Caecum auch eine hohere Anzahl an signifikanten
Genclustern (Abb. 25) und Pathways (Tab. 12). Die Gegenuberstellung der Daten in

Tab. 13 verdeutlicht diesen Unterschied.

Die histologischen Untersuchungen von Caecum und Caecaltonsillen an Giemsa
gefarbten Praparaten zeigten zudem, dass ein Nachweis von Bakterien sehr wohl im
Gewebe des Caecums gelang, in den Caecaltonsillen aber keine Bakterien gefunden
wurden. Die Kolonisation der Tiere erfolgte demnach im Wesentlichen Uber die
Mukosa des Caecums (siehe Abb. 30, Abb. 30). Dementsprechend zeigten sich auch
deutliche Entzindungsreaktionen in den Gewebeproben des Caecums, wahrend die
morphologischen Veranderungen in den Caecaltonsillen eher geringgradig blieben.
Diese Befunde spiegelt auch die Ergebnisse von Berndt et al. [1, 154] wider. Die
Frage, ob die Caecaltonsillen als Eintrittspforte fur Salmonellen eine Bedeutung

haben, kann auf Grundlage dieser Befunde verneint werden.

Insgesamt zeigen die mit S. enteritidis infizierten HUhner eine vergleichsweise
schwach ausgepragte Immunreaktion, was sich sowohl in der Histologie, als auch bei

den Expressionsdaten abzeichnete. Mdoglicherweise sind diese Beobachtung damit
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zu erklaren, dass in der vorliegenden Arbeit ein nicht-wirts-spezifisches Serovar
verwendet wurde, welches bei Huhnern nur in den ersten Tagen nach dem Schlupf
zu klinischen Symptomen fuhrt. Die hier untersuchten Tiere waren ca. 8 Wochen alt
und verfigten damit Uber ein voll entwickeltes Immunsystem [155], welches die
Infektion gut kontrollieren konnte. Die bakteriologischen Untersuchungen zeigten
aber, dass eine Infektion bei allen untersuchten Tieren erfolgte und dass maximale
Bakterienzahlen 12 Stunden p.i. im Gewebe des Caecums gefunden wurden.
Lediglich bei 4 Tieren gelang der Nachweis der Bakterien in der Milz. Offensichtlich
gelang es dem Erreger nicht in jedem Tier die lokale Abwehr im Darm zu Uberwinden
und eine systemische Infektion auszulésen. Zu erwarten ware, dass nach einer
Infektion mit den wirts-spezifischen Serovar S. pullorum oder S. gallinarum eine
wesentlich deutlichere Immunreaktion auftreten wirde, wie bereits publizierte Daten

zeigen [151].

6.4. Identifizierung von Kandidatengenen

Ziel dieser Arbeit war es Kandidatengene zu identifizieren, die in weiteren
funktionellen Untersuchungen auf ihren Einfluss durch eine Salmonelleninfektion
charakterisiert werden koénnen. Synergistisch aus der Pathwayanalyse,
GeneOntology und den Expressionsverlaufen wurden Gengruppen ausgewahlt, die
im Bezug auf die differentielle Regulation wahrend der untersuchten Zeitpunkte
auffallig erschienen. Zu diesen auffalligen Genen zahlen Vertreter der Zytokine, der

Chemokine, der TNF-Superfamilie und der Toll-like-Rezeptoren.

Die Expressionstendenzen waren sowohl in der in vitro als auch in der in vivo Studie
vergleichbar (Tab. 14). Es wurde beobachtet, dass sich die Expressionsmuster der
mit Salmonellen infizierten primaren Makrophagen in den Expressionsmustern der
infizierten HUhner bzw. deren Caeca und Caecaltonsillen widerspiegelte. Es gibt
lediglich bei den von uns in den Fokus gertickten Genen eine Ausnahme. Dabei
handelt es sich um den huhnerspezifischen TNFSF-Vertreter TRAIL-like. Dieses Gen
ist nach vier Stunden in den infizierten primaren Makrophagen gegenuber der
Kontrolle mit -2,8 vermindert exprimiert. Wohingegen TRAIL-like im Verlaufe der
Kinetik des in vivo Versuches im Caecum vermehrt (zwischen 2,9 und 4,7)
gegenuber der Kontrolle exprimiert ist. Ferne war dieses Gen in den Caecaltonsillen

nicht signifikant reguliert.

Die Diskussion der Kandidatengene bezieht sich daher im Folgenden auf beide
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Experimente und erganzt die Besprechung der Ergebnisse der in vitro Versuche

6.4.1. Regulation von Interleukinen wahrend einer Salmonelleninfektion

Die Arrayexperimente zeigten zum einen die erwarteten Genexpressionsmuster einer
pro-inflammatorischen Reaktion [156, 157]. Hierzu zahlen beispielsweise die
erhdohten Expressionsniveaus von IL13 und IL6, ebenso, wie die im Folgenden

besprochenen inflammatorischen Chemokine.

Die zuvor beschriebene Reaktion kultivierter Makrophagen zeigt sich auch in den
Genexpressionsanalysen der Gewebeproben. So waren die Th1-Zytokine IL12p40
und IL18 deutlich hochreguliert. Beide Zytokine regulieren die Bildung von IFN-y
durch T-Lymphoyzten und naturliche Killerzellen, wie in vitro Studien mit
rekombinanten Proteinen auch flur das Huhn gezeigt haben [158]. Im Kontext der
lokalen Salmonelleninfektion kann daher postuliert werden, das diese Zytokine die
lokalen Bildung von IFN-y induzieren. Die eigenen Expressionsdaten bestatigen
diese Annahme, da eine messbar vermehrte Expression von IFN-y in den
untersuchten Proben nachweisbar war. IFN-y ist der wohl potenteste Aktivator
bakterizider Mechanismen in Makrophagen. Inm kommt damit, wie zuvor diskutiert
(siehe 6.2), eine zentrale Rolle in der fruihen Abwehr von Salmonelleninfektionen zu.
Als Quelle der IFN-y Bildung kommen sehr wahrscheinlich eher die NK-Zellen als T-
Zellen in Frage, da eine Invasion von T-Lymphozyten als Reaktion auf die Infektion

erst zu wesentlich spateren Zeitpunkten beobachtet wird [159].

Interessanterweise fand sich sowohl im in vitro Versuch aus auch in diesem in vivo
Experiment eine deutliche Hochregulation von IL10. Eine der wichtigsten Funktionen
diese pleiotropen Zytokins ist seine immunregulatorische Aktivitat [160]. Dies qilt
insbesondere fur die Kontrolle inflammatorischer Prozesse im Darm. IL-10 knockout
Mause zeigen massive inflammatorische Darmerkrankungen und dienen als Morbus
Crohn Modell. Im Kontext der hier untersuchten Infektion deutet die Induktion von
IL10 darauf hin, dass zeitgleich mit den antibakteriellen Effektormechanismen auch
immunregulatorische Prozesse aktiviert werden, die eine uberschiellende
Entzindungsreaktion und gastro-intestinale Pathologie verhindern. Moglicherweise
ist hierin auch die vergleichsweise geringgradige Entziindungsreaktion nach
Infektionen mit den nicht-wirtsadaptierten Salmonellenserovaren begrindet. Auch in
diesem Fall mussen weiterfuhrende in vivo Studien die tatsachliche funktionelle

Relevanz klaren. Als methodischer Ansatz bietet sich hier die Behandlung von Tieren
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mit einem neutralisierenden monoklonalen Antikorper gegen IL10 wahrend der
Infektion an, wie dies exemplarisch fur das Interferonsystem bereits gezeigt wurde
[161].

6.4.2. Regulation von Chemokinen wahrend einer Salmonelleninfektion

Des Weiteren wird durch das Expressionsmuster der Chemokine verdeutlicht, dass
Entzindungszellen angelockt werden und in das Gewebe einwandern. CCL1, CCL4
(K203), CCL20, CXCL8 (IL8) und CXCL13 waren im Verlaufe der Infektion deutlich
hochreguliert. Das Expressionsniveau von CCL20 ist dabei besonders auffallig und
war in dieser Hohe nicht erwartet worden. CCL20 wurde 2009 beim Huhn kloniert
und funktionell charakterisiert [162]. CCR6 wurde als dazugehoriger Rezeptor
identifiziert. Die Autoren dieser Arbeit zeigten, dass CCL20 fur die Rekrutierung von
maturen dendritischen Zellen in die mukosale Oberflache verantwortlich ist. Ebenfalls
demonstrierten sie, dass dieses Chemokin an der sehr frihen Immunantwort beteiligt
ist, was durch die vorliegender Arbeit bestatigt werden kann. CCL20 wird im
Knochenmark, in sekundaren lymphatischen Organen aber auch in mukosale
Geweben wie der Lunge und dem Darm synthetisiert [162]. Die hohen
Expressionswerte sowohl in den Makrophagenkulturen als auch in den
Gewebeproben des in vivo Versuchs legen eine besondere funktionelle Bedeutung

fur diese Chemokin nahe.

Huhnerspezifische Chemokine

K60 ist ein huhnerspezifisches Strukturanalog zum IL8 des Huhns und CXCLS8 (IL8)
des Saugers. Genauso ist K203 ein huhnerspezifisches Strukturanalog zu CCL4
(MIP-1pB, chCCLi2). Dies wurde im Jahre 2000 von Weining et al [163] postuliert und
im Verlaufe der Zeit auch von andern Autoren bestatigt. In genannter Arbeit wurde
gezeigt, dass die Chemokine K60 und K203 nach einer Stimulation mit LPS von
Makrophagen vermehrt exprimiert werden. Dies spiegelte sich auch in vorliegender
Arbeit wider. Hier wurden beide Gene nach der Infektion mit Salmonellen und nach
Stimulation mit IFN-y in den Makrophagen vermehrt exprimiert. Nach einer
Stimulation durch LPS zeigte sich allerdings, wie in Abb. 9 dargstellt, eine
verminderte Expression von IL8 und K60 in den Makrophagen. Eine kuirzlich
publizierte Arbeit [164] zeigte in vitro fur beide Faktoren chemotaktische Aktivitat

gegenuber heterophilen Granulozyten des Huhns. Es ist daher naheliegend, dass
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residente Makrophagen nach Aktivierung durch IFN- y beide Chemokine sezernieren
und Uber diesen Weg die Immigration von heterophilen Granulozyten in die infizierte

Mukosa und die Phagozytose der Bakterien induzieren.

6.4.3. Regulation von TNF-Superfamilien Mitglieder wahrend einer

Salmonelleninfektion

Vertreter der Tumor Nekrose Faktor Superfamilie (TNFSF), wie CD40, zeigen in der
vorliegenden Studie eine vermehrte Expression. In der Literatur wurde gezeigt, dass
CD40 nicht nur in der Entwicklung des Immunsystems eine Rolle spielt, sondern
auch zur Rekrutierung von Zellen bendtigt wird [165]. Ein weiterer Vertreter dieser
Gruppe ist TNFSF15, welches auch unter dem Synonym TL1a bekannt ist. Dies ist
ein im Jahre 2005 von Aklba et al. kloniertes und charakterisiertes Zytokin [144]. In
dieser Arbeit wird gezeigt, auf welche Stimuli in welchen Organen es synthetisiert
wird und es wird das erste Mal postuliert, dass es ein mdglicher funktioneller Ersatz
fir das aus dem Sauger bekannten TNF-a ist. Takahashi et al. griffen diese
Hypothese im Jahre 2008 erneut auf und zogen aus ihren Untersuchungen die
gleichen Ruckschlisse [166]. TNF-a im Sauger ist ein multifunktionales Zytokin des
Immunsystems, welches sowohl an lokalen als auch an systemischen
Entzindungsgeschehen beteiligt ist. TNF-a hat durch die Fahigkeit Apoptose
auszuldsen, sowie Zellproliferation, Zelldifferenzierung und die Ausschuttung anderer
Zytokine zu induzieren, einen wichtigen regulatorischen Einfluss auf viele Reaktionen
des Organismus. Es wird beim Sauger vor allem durch Makrophagen gebildet. TNF-a
ist bis zum heutigen Zeitpunkt beim Huhn bzw. dem Vogel nicht beschrieben worden.
Die beobachtete Hochregulation von TL1a (TNFSF15) in dieser Arbeit unterstutzt
damit das oben diskutierte Postulat, dass TL1a (TNFSF15) ein moglicher

funktioneller Ersatz fir TNF-a sein konnte.

Ein weiteres Kandidatengen ist TRAIL-like. Es ist bisher nur beim Huhn beschrieben
und es ist noch nicht eindeutig geklart, welche Funktion dieses Zytokin im Huhn
ubernimmt. TRAIL (tumor-necrosis-factor-related apoptosis-inducing ligand) ist in
vielen wichtigen biologischen Vorgange der Zellproliferation und dem apoptotischen
Zelltod involviert [167]. In einer Studie von Jgrgensen et al [168] wird fur das Gen
TRAIL-like des Huhnes postuliert, dass es ahnliche Funktion Gbernimmt. TRAIL-like
war in vorliegender Arbeit gegentber der Kontrolle in der in vivo Studie erhdéht und in

der in vitro Studie vermindert exprimiert. Dieses Gen wurde im Huhn bisher nur in
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einer Arbeit beschrieben, in der es nach einer Infektion mit Infectious bural disease
virus (IBDV) vermehrt reguliert war [168]. Zudem wurde eine verminderte Regulation
von TRAIL-like als Reaktion auf eine bakterielle Infektion in der Regenbogenforelle
[169] und im Graskarpfen [170] gezeigt. 2005 wurde TRAIL-like von Kaiser et al. der
TNF-Superfamilie zugeordnet [91]. In Bezug auf seine biologische Funktion ist

TRAIL-like bis heute ein schlecht untersuchtes Gen.

6.4.4. Regulation von Toll-like-Rezeptoren wahrend einer

Salmonelleninfektion

Insgesamt waren die TLRs in vorliegenden  Genexpressionsstudien
herrunterreguliert. TLRs spielen eine zentrale Rolle in der Erkennung von
Pathogenen durch das Immunsystem [171]. Sie sind daher konstitutiv exprimiert, um
auf eindringende Mikroorganismen rasch reagieren zu konnen. Mdoglicherweise
deutet die erniedrigte Expression der untersuchten TLRs darauf hin, dass zu
spateren Zeitpunkten im Infektionsgeschehen die Pathogenerkennung gegentber
der Aktivierung von Effektormechanismen von untergeordneter Bedeutung ist.
Zudem konnte die verminderte Regulation innerhalb weniger Stunden nach Infektion
als weiterer Mechanismus zur Vermeidung UberschieRender Immunreaktionen

verstanden werden.

6.5. Ausblick

K60 wird als IL8 Homolog, K203 als MIP-18 Homolog und CCL20 als MIP-3a
Homolog des Saugers postuliert. In der vorliegenden Arbeit wurde beobachtet, dass
diese Gene nach einer Salmonelleninfektion rasch induziert werden. Sie durften
damit eine wichtige Rolle bei der frihen angeborenen Immunantwort spielen. Ebenso
interessant ist die Frage nach der funktionellen Relevanz von TL1a, TRAIL-like und
IFN-y. Funktionelle Untersuchungen dieser Faktoren erscheinen daher im Kontext
der Salmonelleninfektion besonders interessant. Voraussetzung fur die weitere
Charakterisierung dieser Chemokine und der Ubrigen besprochenen Faktoren ist die
Entwicklung geeigneter Werkzeuge. Hierzu zahlen rekombinante Proteine,
monoklonale Antikdrper und funktionelle Inhibitoren, die sowohl in vitro als auch in
vivo genutzt werden kénnen. Uberexpressionsstudien mit Zytokinen in vivo kénnten,
wie kurzlich fur das Zytokin BAFF gezeigt [172], unter Verwendung des RCAS-

Systems erfolgen.
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Es hat sich im Verlaufe vorliegender Arbeit gezeigt, dass es sich bei dem
verwendeten Salmonellen Serovar um ein fur das Huhn schwach pathogenes
Bakterium handelt. Stickweise war es das Ziel, solch ein Serovar zu nutzen, da im
Feld genau dies die Problematik darstellt. Hihner infizieren sich mit flr sie schwach
pathogenen Erregern, erkranken daher in der Regel nicht und sind Wirt und
inapparenter Ausscheider. Bei einem pathogenerem Erreger ware zu erwarten, dass
die Immunreaktion wesentlich deutlicher ausfallt und dass insbesondere die
Caecaltonsillen eine starkere Immunreaktion zeigen. Somit wuirden sich
Unterschiede zwischen Caecum und Caecaltonsille klarer herauskristallisieren und
hieraus Hinweise auf die Funktion der Ceacaltonsillen in der Salmonellenabwehr

ergeben.

Ein weiterer sehr interessanter Aspekt bei der Untersuchung der angeborenen
Immunantwort, ware die Erforschung der Reaktion der Epithelzellen. Die Epithelzelle
ist die erste Zielzelle fur die Salmonellen. Sie stellen nicht nur eine zu Uberwindende
mechanische Barriere dar, sondern neuere Arbeiten zeigen vielmehr, dass Signale
von infizierten Epithelzellen die ersten immunologischen Reaktionen induzieren
[173]. Voraussetzung fur entsprechende Studien ware die Etablierung von
Kultursystemen primarer Epithelzellen. In diesem Zusammenhang bestinde auch die
Madglichkeit, auf die Erforschung der Invasionsmechanismen beim Huhn einzugehen.
Wie bereits unter 2.2.6 erwahnt gibt es beim Huhn keine M-Zellen, welche beim

Sauger die Eintrittspforte flr die Salmonellen darstellen.
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7. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel vorliegender Arbeit war es, die frihe angeborene Immunantwort des Haushuhns
auf eine Infektion mit Salmonella enteritidis zu untersuchen. Infektionen mit S.
enteritidis sind die haufigste Ursache fur Salmonelleninfektionen des Menschen. Die
Infektion erfolgt dabei durch von Hihnern stammende Lebensmittel wie Eier,
Eiprodukte oder Huhnerfleisch. Der Erreger zahlt zu den nicht wirts-adaptierten
Serovaren und fuhrt nur bei Kiken in der ersten Lebenswoche zu klinischen
Symptomen. Adulte Tiere erkranken nicht, kdnnen aber als inapparent infizierte

Ubertrager fungieren.

Die Reaktion des Immunsystems auf eine S. enteritidis Infektion wurde sowohl an
Makrophagenkulturen als auch nach oraler Infektion adulter Huhner an
Gewebeproben untersucht. Als Analysemethode wurden Genexpressionsstudien mit

Hilfe des 4x44K Huhner Microarrays der Firma Agilent durchgefuhrt.

FUr die in vitro Studien wurden primare Huhnermakrophagen-Kulturen Uber 4
Stunden mit S. enteritidis mit einer MOI von 10 infiziert. Die Genexpressionsanalyse
zeigte eine deutliche inflammatorische Reaktion der Zellen. Diese umfasste die
Expression von Genen aus der Gruppe der Interleukine (IL1B, IL6, IL12p40, IL18),
der Chemokine (CCL1, CCL4 (K203), CCL20, CXCLS8 (IL8), CXCL13), der Tumor
Nekrose Faktor Superfamilie (TNFSF) und der Toll-like-Rezeptoren (TLR).
Besonders ausgepragt waren die Expressionsanderungen von K60 (IL8 Homolog),
K203 (chCCLi2, MIP-18) und TL1a (TNFSF15). Darlber hinaus exprimierten
infizierte Makrophagen eine Gruppe von typischen Th1-Zytokinen, darunter IL12p40,
IL18 und IFN-y. Des Weiteren war die hochgradige Induktion des Chemokins CCL20
auffallig.

Der Fokus bei weiteren Analysen wurde daher auf die Gruppen der Zytokine,
Chemokine sowie Mitglieder der TNF-Familie gelegt. Die Expressionsmuster des in

vitro Experimentes entsprachen dem des in vivo Versuches.

Das in vivo Experiment wurden mit acht Wochen alten Tieren durchgefihrt, die zu
diesem Zeitpunkt ein voll entwickeltes Immunsystem aufwiesen. Die Infektion erfolgte
in den Kropf mit einer Dosis von 1x10’ Salmonellen. Gewebeproben fiir

bakteriologische, histologische und Genexpressionsanalysen wurden 5, 12, 24 und
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48 Stunden nach der Infektion aus dem Caecum und der Caecaltonsille gewonnen.
Bereits 5 Stunden nach der Infektion konnten bei der Mehrzahl der Tiere Bakterien
aus den Caecumproben isoliert werden. Die Bakterienlast erreichte zum 12 Stunden-
Wert das Maximum. Die Infektion des Caecumgewebes konnte auch in der
Histologie durch den Nachweis von Bakterien und das Auftreten von
Entzindungszellen bestatigt werden. Dagegen waren die Caecaltonsillen
histologisch unauffallig, ein Nachweis von Bakterien gelang nicht. Dies spiegelte sich
in den Genexpressionsanalysen wieder. Die Zahl differentiell regulierter Gene in den
Caecaltonsillen war zu allen Zeitpunkten vergleichsmaRig gering, wohingegen in den
Caecumproben insgesamt weit mehr Gene differentiell reguliert waren (siehe Tab.
11). Das Maximum der Reaktion wurde auch hier 12 Stunden nach der Infektion
beobachtet. Des Weiteren konnten zu diesem Zeitpunkt 41 signifikant regulierte

Signalwege identifiziert werden.

Insgesamt ergab sich in den in vitro und den in vivo Studien das Bild einer initialen
inflammatorischen sowie einer durch typische Th1-Zytokine gepragten Reaktion. Die
nahere funktionelle Charakterisierung genannter Kandidatengene, vor allem CCL20,
CXCL8, K60, K203 und TL1a, sollten gezielt in Untersuchungen der angeborenen
Immunantwort einbezogen werden. Dies kdonnte dazu beitragen, die erfolgreichen
Abwehrmechanismen des Huhns gegen S. enteritidis in Zukunft besser zu verstehen
und damit moglicherweise die Anzahl der Salmonellose-Falle des Menschen

einzudammen.
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8. SUMMARY

Gene expression analysis of early innate immune response of chickens
induced via an infection with Salmonella enteritidis through microarray

technology.

Salmonella infections in humans arise through chicken-based food such as eggs,
egg-products, or chicken meat. The most common cause for these infections is
Salmonella enteritidis, and the aim of this study has been to analyze the early innate
immune response of chickens induced via this pathogen. Note that S. enteritidis is a
host-adapted serovar, which only causes clinical findings in young chickens during
their first week of life; adult chickens do not get sick, but may nevertheless act as

inapparent infected carriers.

We studied the reaction from the chicken immune system on S. enteritidis, using
macrophage cultures as well as tissue samples of infected adult chickens. The gene
expression studies were carried out by an “Agilent 4x44K chicken microarray”

method.

In our in vitro studies, we infected primary macrophages with S. enteritidis for 4
hours, using a MOI of 10. The gene expression studies resulted in the inductions of
interleukins (IL1pB, IL6, IL12p40, IL18), of chemokines (CCL1, CCL4 (K203), CCL20,
CXCL8 (IL8), CXCL13), of some members of the tumor-nekrose-factor-superfamily
(TNFSF), and of some toll-like receptors (TLR). Hence the cells have an
inflammatory reaction. Particularly prominent were the expression changes of K60
(IL8 homolog), K203 (chCCLi2, MIP-1B), CCL20, and TL1a (TNFSF15). Finally,
infected macrophages expressed a group of typical Th1-cytokines, including
IL12p40, IL18, and IFN-y.

In further analysis of our data, we focused on cytokines, chemokines, and members
of the TNF-superfamily. In the ceca we found similar expression patterns within these

three groups as was previously found for them in the macrophages study.

In our in vivo studies, we infected chickens that were 8 weeks old and already had a
well developed immune system. They were infected in the crop using a dose of 10’
salmonella. At 5, 12, 24, and 48 hours of infection, we sampled the ceca and cecal

tonsils for the bacterial, histological, and gene expression analyses. Already at 5
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hours p.i., we were (for all but one animal) able to isolate bacteria from the ceca-
tissue. The bacterial load reached its maximum at 12 hours p.i.. The infection of the
cecal-tissues was confirmed in the histology, both by the detection of bacteria and by
the occurrence of inflammatory cells. However, using histology, we could not detect
any bacteria in cecal tonsils, which suggests that no infection was present in these
organs. This suggestion was confirmed in gene expression analyses. When
comparing the gene expression studies of cecal tonsils and ceca, the former showed
lower counts of differential regulated genes (Tab. 11). Both their count maxima
occurred at 12 hour p.i though. Moreover, at this time 41 significant regulated

pathways had been identified..

In summary, the in vitro and the in vivo experiment both resulted in an initial
inflammatory reaction, as well as in a typical Th1-cytokines reaction. To investigate
functional characterisation of named candidate genes, in the first instance CCL20,
CXCL8, K60, K203, and TL1a, future analyses of the innate immune response
should involve them. This may contribute to a better understanding of the successful
defense mechanisms against S. enteritidis in chicken, which may help to contain the

amount of salmonellosis in humans.
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10. ANHANG

10.1. Verwendete Chemikalien und Reagenzien
Die Bezugsquellen wurden als Hochzahlen entsprechend nachfolgender Tabelle in

Kapitel 4, Material und Methoden, integriert.

1 Agilent, Boblingen

2 Applichem, Darmstadt

3 Becman Coulter, Krefeld

4 Biontex, Munchen

5 Becton Dickinson, Heidelberg
6 Biochrom, Berlin

7 Dianova, Hamburg

8 Fermentas, St. Leon-Rot

9 GE Healthcare, Minchen

10 Hartenstein Laborbedarf, Wurzburg
11 Invitrogen, Karlsruhe

12 Linaris, Wertheim-Bettingen
13 Medite, Burgdorf

14 Merck, Darmstadt

15 Promega, Mannheim

16 Qiagen, Dusseldorf

17 peqlab, Erlangen

18 Roth, Karlsruhe

19 Sigma, Deisenhofen
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10.2. Gerate in alphabetischer Reihenfolge

Gerat

Homogenisator
Absaugpumpe

Array Scanner
Bakterienbrutschrank
Bakterienschttler

Bioanalyzer

Gel-Dokumentation

Gelkammer
Hybridisierungsofen
Mikroskop
Mikroskop
Mikroskop
Mikroskop-Kamera

Mikroskop-Kamera

Mikrozentrifuge
Plattenschuttler
Power-Supply
gRT-PCR-System
Sicherheitswerkbank
PCR workstation
Spectrophotometer
Thermocycler
Thermoschuttler
Ultrazentrifuge

Zahlkammer

Zentrifuge

Bezeichnung

peqlab, precellys 24

HLC, AF204

G2505C Microarray Scanner System
CO,-Auto-Zero

C24 incubator shaker

Agilent 2100 Bioanalyzer
Software: Bioanalyzer 2100 Expert
Image Quant 300

Software: Image Quant Capture 300
Sub Cell GT

ICES/NMB-001

Leica DMIL

Leica 202081

Zeiss Axioskop

DFC340FX

AxioCam MRc5

Software: Axiovision 4.8
Centrifuge 5415R

WT17

Power Pac 300

7300 Real-Time PCR System
Hera Safe HS12

Ultraviolett sterilizing workstation
NanoDrop ND-100

MJ Mini

TS 1 Thermoshaker

Avanti J-25

Modifizierte Zahlkammer nach
Neubauer

Centrifuge 5810R

Hersteller

Peqlab, Erlangen

Heaep Labor Consult, Bovenden
Agilent, Béblingen

Heraeus Instruments, Mlinchen
New Brunswick Scietific, Nirtingen

Agilent, Boblingen

GE Healthcare, Garching

BioRad Minchen
Agilent, Béblingen
Leica, Bensheim
Leica, Bensheim
Zeiss, Gottingen
Leica, Bensheim

Zeiss, Gottingen

Eppendorf, Kéln

Biometra, Géttingen

Biorad, Mlinchen

Applied Biosystems, Darmstadt
Heraeus Instruments, Miinchen
Peqlab, Erlangen

Peqlab, Erlangen

Biorad, Miinchen

Biometra, Géttingen

Beckman Coulter, Krefeld

Brand, Wertheim

Eppendorf, Kéln
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10.3. Expressionsdaten

Alle wie unter 5.4.4 (in vitro Infektionsversuch) und 5.5.5 (in vivo Infektionsversuch)

beschriebenen generierten Expressionsdaten, befinden sich auf beigefligter CD.

10.4. Ergebnisse der Software ,,Pathway Express*

Alle wie unter 5.4.4 (in vitro Infektionsversuch) und 5.5.5 (in vivo Infektionsversuch)
beschriebenen durch die Software Pathway Express generierten Graphiken der

signifikant regulierten Signalwegen befinden sich auf beigeflgter CD.

10.5. Annotationsliste

Die aktuelle Annotationsliste zum Stand von Oktober 2010 befindet sich auf
beigefligter CD: Zu diesem Zeitpunkte umfasste sie 13 353 Gene, wobei die
Gesamtheit des gesamten Huhnergenoms ca. 22 000 Gene umfasst. Diese Liste

wurde bei der Auswertung der Microarrays in vorliegender Arbeit verwendet.

10.6. Genlisten der in der Software generierten Cluster

Die sich in den einzelnen MEV (multiple experiment viewer) —Cluster befindlichen
Gene sind sich auf beigefligter CD. Dies umfasst beim Caecum neun und bei

Caecaltonsille sechs charakteristische Cluster.

10.7. RNA-Qualitat der Infektionsversuche

Sowohl die Proben des in vitro Infektionsversuches (5.4) als auch die Proben des in
vivo (5.5) Infektionsversuches wurden auf ihre Qualitat gepruft. Die Ergebnisse der
photometrischen Messung sowie der Bioanalyzer-Technik befinden sich auf

beigefugter CD.

10.8. Spezifische Aktivitat der cRNA

In die cRNA eingebaute Cyanin-Molekule wurden in einem Quotienten ausgedruckt,
der spezifischen Aktivitat. Die Ergebnisse des in vitro sowie des in vivo Versuches

sind auf beigefligter CD zu finden.
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