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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Pneumonie

1.1.1 Definition, Einteilung und Erregerspektrum

Der Begriff ,Pneumonie” beschreibt eine entzindliche Erkrankung des Lungenpa-
renchyms unterschiedlicher Genese. Als Ursache der Entzindung liegt haufig eine In-
fektion der Lunge mit pathogenen Erregern (Bakterien, Viren oder Pilzen) vor (Suttorp
2004); eine Pneumonie kann jedoch beispielsweise auch durch physikalische oder
chemische Noxen sowie Kreislaufstorungen verursacht werden (Herold 2005). Nachfol-
gend wird der Begriff Pneumonie nur fur Lungenentzindungen infektioser Genese ge-

nutzt.

Klinisch werden Pneumonien in ambulant erworbene (engl.: CAP = ,community ac-
quired pneumonia“) oder nosokomial erworbene (engl.: HAP = , hospital acquired
pneumonia“) eingeteilt. Eine ambulant erworbene Pneumonie liegt vor, wenn diese au-
Rerhalb des Krankenhauses erworben wurde. Als nosokomial erworben gelten Pneu-
monien, die zum Zeitpunkt einer Hospitalisierung noch nicht bestehen und frihestens
nach 48 Stunden auftreten (Herold 2005). Als dritte Kategorie ist zusatzlich die soge-
nannte HCAP (engl.: ,healthcare-associated pneumonia“) zu nennen, die im Zusam-
menhang mit dem Kontakt zu Pflegeeinrichtungen oder einer vorangegangenen Hospi-
talisierung steht (Zilberberg and Shorr 2009).

CAP und HAP unterscheiden sich deutlich hinsichtlich ihres Erregerspektrums. Bei am-
bulant erworbenen Pneumonien kann dieses nach Komorbiditat und Alter weiter unter-
teilt werden. Bei jungen Patienten (< 65 Jahre) ohne Vorerkrankungen liegt meist eine
Infektion mit den Erregern Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae,
Chlamydia pneumoniae, Haemophilus influenzae oder Viren zu Grunde; bei Patienten
mit zusatzlichen Erkrankungen und einem hoheren Lebensalter dominieren Streptococ-
cus pneumoniae, Haemophilus influenzae, gramnegative Stabchen und Staphylococcus

aureus (Herold and Sailer 2004).

Das Erregerspektrum der HAP wird von gramnegativen Bakterien wie Pseudomonas

aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter, Serratia oder Pro-
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teus dominiert (Herold and Sailer 2004) und ist dem der HCAP vergleichbar (Zilberberg
and Shorr 2009).

1.1.2 Die ambulant erworbene Pneumonie

Die ambulant erworbene Pneumonie besitzt weltweit eine hohe Morbiditat und Mortalitat
und ist damit ein bedeutender volkswirtschaftlicher Kostenfaktor. Die Inzidenz in
Deutschland liegt bei 3 bis 10 Fallen auf 1000 Erwachsene pro Jahr. Die meisten CAP-
Patienten (60-80%) kénnen gut ambulant behandelt werden; die Letalitat ist in diesem
Falle mit maximal 2% niedrig. Es kommt jedoch zum sprunghaften Anstieg der Letalitat
bei Hospitalisation (10-15%) oder gar Aufnahme auf eine Intensivstation. In diesem Fall
wurde eine Letalitatsrate von bis zu 50% beschrieben (Welte and Kohnlein 2009).

& Streptococcus pneumoniae

20%

& Mycoplasma pneumoniae
Haemophilus influenzae

i Legionellen

15% & Chlamydien

Gramnegative Enterobakterien

Viren

Andere

Abb. 1.1: Spektrum der isolierten Erreger bei ambulant erworbenen Pneumonien
(modifiziert nach (Welte, Marre et al. 2006))
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1.1.2.1 Die Pneumonie durch Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) ist der bei ambulant erworbenen Pneumo-
nien am haufigsten isolierte Erreger; in der aktuellen Literatur variieren die genauen
Zahlenangaben zwischen etwa 15% (Berjohn, Fishman et al. 2008) und bis zu mehr als
50% (Welte and Kohnlein 2009). Klinisch aul3ert sich die Pneumokokken-Pneumonie
durch hohes Fieber mit starkem Krankheitsgefuhl, Husten mit rotbraunem Sputum, klin-
genden Rasselgerauschen in der Auskultation und ansteigenden Entzindungsparame-
tern (Herold 2005). Bei etwa 20% der Falle kommt es zu einer invasiven Pneumokok-
ken-Erkrankung. Diese wird definiert durch das Auftreten von S. pneumoniae in Korper-
flussigkeiten, die unter normalen Bedingungen als steril gelten, wie z.B. Blut, Liquor,
Pleuraflissigkeit oder Aszites (Pletz, Maus et al. 2008). Trotz verbesserter Therapie-
moglichkeiten ist die invasive Pneumokokken-Pneumonie weiterhin mit einer hohen Le-
talitat von 15-36% behaftet (Berjohn, Fishman et al. 2008). Neben alten Menschen und

multimorbiden Patienten sind vor allem Kinder unter funf Jahren betroffen.

Innerhalb der letzten zwei Jahrzehnte kam es zu einem besorgniserregenden Anstieg
der mono- und multiresistenten Pneumokokken. Der Anteil der Penicillin-resistenten Er-
reger in den USA wird derzeit auf 22-29% geschatzt; die Makrolid-Resistenzen korrelie-
ren mit diesen Werten (Berjohn, Fishman et al. 2008). In Europa konnten durch das
,=European Antimicrobial Resistance Surveillance System® (EARSS) ahnliche Daten er-
hoben werden: der Anteil der Penicillin-resistenten S. pneumoniae an den durch
Pneumokokken verursachten Pneumonien schwankt je nach Land zwischen ca. 5%
und 40% (Lode 2007).

Vor allem die zunehmende Resistenz gegen Makrolide stellt ein ernst zu nehmendes
Problem dar, da diese zu den meist verordneten Antibiotika bei ambulant erworbenen

Pneumonien zahlen (Metlay, Fishman et al. 2006).
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Abb. 1.2: Thorax-Réntgenbild einer durch S. pneumoniae verursachten Pneumonie

(mit Genehmigung von Professor Dr. med. H.-H. Jend (www.jend.de))

1.2 Streptococcus pneumoniae

Das Bakterium Streptococcus pneumoniae wurde erstmalig 1881 unabhangig vonei-
nander von Louis Pasteur und George Sternberg isoliert (Austrian 1981). Die Pneumo-
kokken bilden eine a-hamolysierende Untergruppe der grampositiven Streptokokken.
Der 0,5 bis 1,25 ym grofRe Erreger liegt meist in Form ovoid- oder lanzettférmiger Diplo-
kokken vor. Er unterscheidet sich von anderen a-hdmolysierenden Streptokokken-
Spezies durch seine Empfindlichkeit gegen Optochin (Robson, Essengue et al. 2007).

Pneumokokken besiedeln den Nasen-Rachen-Raum von bis zu 50% der gesunden
Kinder und etwa 2,5% der Erwachsenen (Pletz, Maus et al. 2008). Die Infektion erfolgt
haufig endogen durch eine voribergehende Schwachung des Immunsystems; eine ae-
rogene Transmission ist jedoch ebenfalls mdglich. Virulente Pneumokokkenstdmme
besitzen eine Kapsel aus Polysaccharid, die phagozytosehemmend wirkt. Derzeit sind
91 verschiedene Pneumokokken-Kapselantigene bekannt. Nach diesen verschiedenen
Kapselantigenen erfolgt die Einteilung in Serotypen, eine weitere Einteilung in Sero-
gruppen erfolgt durch kreuzreagierende Antikorper.

Pneumokokken sind nach wie vor die bei ambulant erworbenen Pneumonien am hau-

figsten isolierten Erreger. Sie sind zudem Verursacher von anderen, mitunter schweren
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Infektionen, wie beispielsweise der Otitis media, Meningitis oder Sepsis. Besonders die
Sepsis durch S. pneumoniae ist mit einer hohen Komplikationsrate assoziiert (Epidemi-
ologisches Bulletin des Robert Koch Instituts Nr. 31, 4.8.2006). Nach Angaben der
WHO sterben weltweit etwa zwei Millionen Menschen an Erkrankungen, die durch
S. pneumoniae verursacht werden. Allein in Deutschland betrifft dies etwa 12000 Men-
schen jahrlich (Reinert 2002).

Abb. 1.3: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines bekapselten Streptococcus pneumoniae

(mit Genehmigung von Professor Dr. med. B. Gray, University of lllinois, Peoria, USA)

1.2.1 Virulenzfaktoren von S. pneumoniae

Pneumokokken besitzen eine Vielzahl von Virulenzfaktoren, die fur die Anheftung an
die Wirtszellen und deren Schadigung essentiell sind. Wichtige Rollen spielen hierbei
vor allem die Polysaccharidkapsel und das zytolysierende Pneumolysin. Weiterhin be-
sitzt S. pneumoniae eine grof3e Anzahl von Enzymen und Oberflachenproteinen, die zur
Virulenz des Erregers beitragen. Auf diese soll in diesem Rahmen jedoch nur oberflach-
lich eingegangen werden, da sie nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind.

Zu den Enzymen gehort die Gruppe der Autolysine (fuhren zur Autolyse der bakteriellen
Zellwand), Hyaluronidase (erleichtert den Eintritt des Erregers ins Gewebe durch den
Abbau von Hyaluronsaure), sowie Neuraminidasen (fuhren zur Abspaltung von Sialin-
sauren von Amino-Glykoproteinen) und Superoxid-Dismutasen (wandeln Superoxid-
Anionen zu Wasserstoffperoxid um), fur die im Tiermodell ebenfalls eine Bedeutung fur

die Virulenz von S. pneumoniae nachgewiesen werden konnte (Mitchell 2000).
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Die Oberflachenproteine kdnnen in drei gro3e Gruppen eingeteilt werden:

* Cholin-bindende Proteine (z.B. PspA, CbpA)
* Lipoproteine (z.B. PsaA)
* Proteine mit einem LPXTG-Motiv (z.B. Hyaluronidase, Neuraminidasen)

Sie erleichtern durch ihre Strukturen die Adhasion bzw. die Aufnahme des Erregers in
die Wirtszelle und spielen so eine bedeutende Rolle fur die Pathogenese pneumokok-
ken-bedingter Erkrankungen (Hammerschmidt 2006). Durch ihre antigenen Eigenschaf-
ten und somit Stimulation der Antikorper-Bildung kommt ihnen zudem grof3e Bedeutung
fur die Weiterentwicklung von Impfstoffen zu (Kadioglu, Weiser et al. 2008).

Die Funktion einer Vielzahl der verschiedenen Virulenzfaktoren von S. pneumoniae ist
derzeit nur teilweise geklart und ist Gegenstand intensiver Forschung. Im Folgenden
soll nun auf diejenigen Virulenzfaktoren naher eingegangen werden, die im Zusam-

menhang mit dieser Studie stehen.

1.2.1.1 Die Polysaccharidkapsel

Fur die Virulenz von besonderer Relevanz ist die Polysaccharidkapsel, die bei den ver-
schiedenen Serotypen unterschiedlich stark ausgepragt ist. Die Dicke der Kapsel vari-
iert zwischen 200 und 400 nm. Durch die Polysaccharidkapsel wird die Adharenz an die
Wirtszelle bestimmt: Die in der Bakterienzellwand verankerten Opsonine werden ver-
deckt, so dass die Anhaftung an Atemwegsepithelien im Vergleich zu nichtbekapselten
Erregern reduziert ist. Der Erreger kann so der komplement-vermittelten Phagozytose
entgehen (Melin, Jarva et al. 2009). Es konnte gezeigt werden, dass durch bekapselte
Erreger — im Vergleich zu unbekapselten Pneumokokken — signifikant weniger pha-
gozyten-aktivierende Zytokine wie TNF-a und IFN-y induziert werden (Martner,
Skovbjerg et al. 2009). Auch die serotypspezifische Dicke der Polysaccharidkapsel
scheint fur die Virulenz von Bedeutung zu sein: Je dicker die Kapsel, desto virulenter ist

der Erreger.

Es ist bekannt, dass eine reduzierte Kapselexpression die Adharenz der Pneumokok-
ken an die Zellen und die effiziente Kolonisation begunstigt. Interessanterweise schei-
nen bekapselte Erreger beim engen Kontakt zu respiratorischen Epithelzellen die Ex-
pression ihrer Kapsel zu reduzieren (Kadioglu, Weiser et al. 2008). Ohne Kapsel
scheint eine Kolonisation jedoch nicht moglich zu sein (Magee and Yother 2001).
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1.2.1.2 Pneumolysin

Das porenbildende Toxin Pneumolysin ist ebenfalls ein bedeutender Virulenzfaktor, der
bei allen klinisch relevanten Pneumokokkenisolaten zu finden ist. Es gehort zur Familie
der Cholesterol-abhangigen Zytolysine und befindet sich im Zytoplasma der Erreger.
Nach Autolyse der Pneumokokken wird das Pneumolysin freigesetzt. In hohen Kon-
zentrationen wirkt Pneumolysin zytolytisch: Etwa 40 der 53 kDa schweren Proteine oli-
gomerisieren in der Zellwand der Wirtszelle zu transmembranen Poren, die zum Zu-
sammenbruch des Membranpotentials, damit Verlust des inneren lonenmilieus und
nachfolgender Lyse der Zelle fihren (Kadioglu, Weiser et al. 2008). In niedrigeren Kon-
zentrationen, die moglicherweise in der fruhen Phase der Infektion vorherrschen, ist
weiterhin ein breites Spektrum an Effekten, wie z.B. Apoptoseinduktion, Komplementak-
tivierung oder die Induktion proinflammatorischer Reaktionen von Immunzellen durch
Pneumolysin bedingt (Hirst, Kadioglu et al. 2004). Aul3erdem vermittelt Pneumolysin
eine inhibitorische Wirkung auf den Zilienschlag des respiratorischen Flimmerepithels,
die Induktion von Zytokinen sowie Chemotaxis und T-Zell-Aktivierung (Kadioglu, Weiser
et al. 2008).

Eine Inaktivierung des Pneumolysin-Gens fuhrt zu einer reduzierten Virulenz der Erre-
ger. Pneumolysin-defiziente Mutanten des S. pneumoniae-Wildtyps D39 fuhrten in ei-
nem Maus-Sepsis-Modell nicht wie der Wildtyp zur akuten Sepsis, sondern zur chroni-
schen Bakteridamie. Pneumolysin schien also die Immunantwort des Wirts zu verzogern,
wodurch sich der Erreger ungestort vermehren und so die starker invasive Erkrankung
hervorrufen konnte (Benton, Everson et al. 1995).

1.2.1.3 Die Serinprotease PrtA

Die Serinprotease PrtA ist ein Oberflachenprotein der Pneumokokken und wurde erst-
mals 2001 von Bethe und Kollegen beschrieben. Es konnte nachgewiesen werden,
dass sie der Familie der Subtilisin-ahnlichen Proteasen (auch Subtilasen genannt)
angehort. Sie ist mit Proteasen, die in Laktokokken, Laktobazillen und Streptokokken
mit einer Endopeptidase-Aktivitat beschrieben wurden, verwandt. Proteasen kdnnen zur
Virulenz der Erreger durch Spaltung von Wirtsproteinen, wie z.B. von Immunglobulinen
oder Komplementfaktoren, beitragen. PrtA wird als Precursor-Protein gebildet und
unterliegt dann einem Reifungsprozess. Die Tatsache, dass Patienten Antikorper gegen
PrtA bilden, gibt Hinweise darauf, dass dieses Protein immunogen wirkt und eine
wichtige Rolle bei Pneumokokken-Infektionen spielen konnte (Bethe, Nau et al. 2001).
7
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1.2.2 Die Pneumokokken-Impfung

In Deutschland gibt es derzeit eine Zulassung fur zwei Pneumokokken-Impfstoffe. Seit
Mitte der 80er Jahre existiert eine 23-valente Impfung, die eine Infektion mit den 23
haufigsten Serotypen — die etwa 80% der Erkrankungen beim Erwachsenen verursa-
chen — verhindert. Seit 2001 ist zudem ein 7-valenter Konjugate-Impfstoff fur Kinder er-
haltlich, bei dem die Kapselpolysaccharide mit hochimmunogenem nicht-toxischem
Diphterietoxin konjugiert wurden (Reinert 2006). Die Impfung wird von der standigen
Impfkommission des Robert-Koch-Instituts (STIKO) fur Kinder unter funf Jahren, Er-
wachsene ab 60 Jahren sowie fur immunsupprimierte Menschen empfohlen. Die Inzi-
denz der Pneumokokkenerkrankungen konnte so deutlich reduziert werden (Pilishvili,

Lexau et al.).

1.3 Das Immunsystem

Das Immunsystem schutzt den Menschen vor Infektionen mit verschiedenen Pathoge-
nen (Bakterien, Viren, Pilze, Parasiten) und besitzt zudem die Fahigkeit, fremde Zellen
von korpereigenen Zellen zu unterscheiden. AuRerdem detektiert und bekampft es ver-
anderte korpereigene Zellen. Eine Unterteilung des Immunsystems kann in humorale
und zellulare Bestandteile sowie in angeborenes und adaptives Immunsystem erfolgen.
Nach Eindringen eines Pathogens in den Organismus erfolgt zunachst die schnelle Im-
munantwort durch das unspezifische angeborene Immunsystem, verzogert erfolgt die
spezifische Abwehrreaktion der adaptiven Immunitat, an welcher unter anderem B- und
T-Lymphozyten beteiligt sind. Die angeborene Immunitat aktiviert die adaptive Immuni-
tat des Organismus und wird zusatzlich durch Faktoren der spezifischen Immunitat ver-
starkt und reguliert, so dass eine kontrollierte und gezielte Erregerabwehr gewahrleistet
werden kann (Hahn 2001; Kumagai, Takeuchi et al. 2008).

Aufgrund des Fokus dieser Arbeit soll im Weiteren nur auf die Abwehrmechanismen
des angeborenen Immunsystems naher eingegangen werden.

1.3.1 Immunabwehr durch das angeborene Immunsystem

1.3.1.1 Allgemeine Abwehrmechanismen

Das angeborene Immunsystem verteidigt den Organismus schnell und unspezifisch ge-
gen ein breites Spektrum von Erregern. Zu seinen Bestandteilen gehoren unter ande-
rem der mukoziliare Apparat des Respirationstrakts, das Komplement-System, Zytoki-
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ne, phagozytierende Zellen, wie z.B. neutrophile Granulozyten und Makrophagen, so-
wie die Gruppe der antimikrobielle Peptide, zu denen auch a-MSH gezahlt wird. Auf
diese Gruppe soll im Folgenden gesondert eingegangen werden.

Durch Muster-Erkennungsrezeptoren (,pattern recognition receptors* = PRR) werden
bestimmte Bestandteile der Pathogene vom angeborenen Immunsystem des Wirts-
organismus erkannt. Diese Bestandteile werden ,pathogen-assoziierte molekulare Mus-
ter® genannt (,pathogen-associated molecular patterns“ = PAMP). Nachfolgend kommt
es zur Produktion proinflammatorischer Zytokine, zur Phagozytose und zur Antigen-
Prasentation. Innerhalb der Gruppe der PRR nehmen die Toll-like Rezeptoren (TLR)
eine wichtige Stellung ein und sind fur die Abwehr von S. pneumoniae durch das ange-

borene Immunsystem bedeutsam.

Die TLR konnen sowohl auf den Oberflachen der Wirtszellen als auch intrazellular vor-
liegen oder aber sezerniert werden und erkennen ein breites Spektrum an fur den Wirt
potentiell pathogenen Mikroorganismen. Zu den Erregerbestandteilen, die durch diese
Rezeptoren erkannt werden, gehoren beispielsweise Lipopolysaccharid, bakterielles
Peptidoglykan, Doppelstrang-RNA von bestimmten Viren oder Mannose von Pilzen
(Krishnan, Selvarajoo et al. 2007). Die Hauptaufgabe der TLR besteht darin, einge-
drungene Pathogene zu erkennen und eine Immunantwort des angeborenen und adap-
tiven Immunsystems zur Bekampfung dieser und der eventuell entstandenen Infektion

einzuleiten (Paterson and Mitchell 2006).

Durch Bindung von Liganden an die Toll-like Rezeptoren werden Signalkaskaden aus-
gelost, die durch die Aktivierung des nuklearen Transkriptionsfaktors NF-kB zur nach-
folgenden Bildung proinflammatorischer Zytokine, Adhasionsmolekule, Proteine des
Haupthistokompatibilitats-Komplexes (MHC), antiapoptotischer Proteine und zur Induk-
tion von antimikrobiellen Peptiden fuhren (Hertz, Wu et al. 2003; Mogensen, Paludan et
al. 2006). Auch gibt es Hinweise, dass es TLR-vermittelt zur vermehrten Bildung des
antiinflammatorisch wirksamen IL-10 kommen kann (Adib-Conquy, Moine et al. 2003).

1.3.1.2 Antimikrobielle Peptide

Antimikrobielle Peptide (AMP) besitzen als Bestandteil des angeborenen Immunsys-
tems ebenfalls eine hohen Stellenwert fur die Immunabwehr. Gemein ist dieser hetero-
genen Gruppe das Vorkommen in Vertebraten, Pflanzen und Bakterien. Uber 700 anti-
mikrobielle Peptide konnten derzeit beschrieben werden (Rossi, Rangasamy et al.
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2008). Es handelt sich hierbei um Peptide mit relativ geringem Molekulargewicht (per
definitionem weniger als 100 Aminosauren), die ein breites Spektrum an eindringenden
Mikroorganismen erkennen und bekampfen konnen. Zusatzlich kommt es zur Rekrutie-
rung und Aktivierung von Antigen-prasentierenden Zellen. lhre Bildung erfolgt in ver-
schiedenen Zelltypen, unter anderem in Abwehrzellen wie neutrophilen Granulozyten,

Makrophagen, Keratinozyten, Atemwegsepithelzellen und im Verdauungstrakt.

Auf Grund ihrer unterschiedlichen Strukturen kann eine grobe Unterteilung der beim
Menschen gebildeten antimikrobiellen Peptide in vier groRe Gruppen erfolgen: Unter-
schieden werden Defensine, Cathelicidin, S100-Proteine und Ribonukleasen (Harder,
Glaser et al. 2007).

Der antimikrobielle Wirkmechanismus dieser Peptide beruht auf deren positiver Ladung.
Da die Oberflachen der eindringenden Mikroorganismen meist negativ geladen sind,
kommt es zur Anziehung, Bindung und Einlagerung der antimikrobiellen Peptide an
bzw. in die Bakterienmembran. Die Membran verliert dadurch an Stabilitat, es kommt
zur Porenbildung und zum Verlust intrazellular gelegener Zellbestandteile mit nachfol-
gender Lyse (Harder, Glaser et al. 2007). Auch kommt es zur Bindung an pro-
inflammatorische Stoffe wie LPS, Lipotheichonsaure oder DNA, die von den Mikroorga-
nismen freigesetzt werden. Durch diesen Effekt wird eine unerwinschte Uberschiefl3en-

de Immunantwort durch die Wirtszellen verhindert (Devine 2003).

1.3.1.3 Antimikrobielle Peptide der Lunge

Die Lunge zahlt neben Haut und Darm zu den ,Barriereorganen®, die taglich einer Viel-
zahl von pathogenen Erregern ausgesetzt sind und somit in besonderem Malde durch
Infektionen bedroht werden. Dazu beitragende Faktoren sind die ausgesprochen grof3e
Oberfléche von ca. 150 m?, eine diinne Epithelschicht und eine sehr gute Durchblutung
(Rogan, Geraghty et al. 2006). Die schnelle, unspezifische Verteidigung gegen einge-
drungene Pathogene durch das angeborene Immunsystem ist fur die Abwehr von pul-

monalen Infektionen von herausragender Bedeutung.

Neben dem speziellen anatomischen Aufbau der oberen Atemwege, durch den grobere
Partikel (> 5 pym) bereits von der Nasenschleimhaut und durch mukoziliare Clearance
des respiratorischen Flimmerepithels vom Eindringen in die tieferen Atemwege abge-
halten werden, sowie der zellularen Abwehr durch neutrophile Granulozyten und Mak-
rophagen, tragen hierzu auch eine Vielzahl antimikrobiell wirksamer Stoffe bei (Tsai and
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Grayson 2008). Dazu zahlen neben Lactoferrin, IgA, Lysozyme, Phospholipase A, etc.
auch die antimikrobiellen Peptide a- und p-Defensin sowie Cathelicidin, die von neutro-
philen Granulozyten und Atemwegsepithelien gebildet werden. Sie werden teils dauer-
haft exprimiert, teilweise wird ihre Bildung durch verschiedene Stimuli induziert. Die an-
timikrobiellen Peptide sind in vielen Fallen in der Lage, eingedrungene Mikroorganis-
men direkt durch die Depolarisation und Zerstorung ihrer Zellmembranen zu eliminieren
(Devine 2003).

1.4 Das a-Melanozyten stimulierende Hormon

Das a-Melanozyten stimulierende Hormon (a-MSH), ein 13 Aminosauren-Polypeptid mit
einem Molekulargewicht von etwa 1,6 kDa, gehdrt neben dem adrenocortikotropen
Hormon (ACTH), B-MSH und y-MSH zur Gruppe der Melanocortine. Dieser Name leitet
sich von der Eigenschaft der Melanocortine ab, sowohl Pigmentbildung als auch Stero-
idbiosynthese in der Zona glomerulosa und Zona fasciculata in der Nebennierenrinde
zu stimulieren (Bohm and Luger 2004). Alle Melanocortine gehen aus dem Prohormon
Proopiomelanocortin (POMC) durch posttranslationale Veranderungen hervor; sie teilen
sich eine gemeinsame Aminosaurensequenz (siehe Abb. 1.4) (Tatro 2000).

Far alle Melanocortine konnten antipyretische Eigenschaften nachgewiesen werden, die
sie Uber die Bindung an die Melanocortin-Rezeptoren vermitteln. Meist konzentriert man
sich jedoch auf das antipyretische und antiinflammatorische Potential von a-MSH (Roth
2006).

Neben der Pigmentregulation und einer Beteiligung an der Regulierung des Energie-
stoffwechsels wurden fur a-MSH in verschiedenen in vitro und in vivo Experimenten ei-
ne Vielzahl von antiinflammatorischen und antimikrobiellen Effekten beschrieben, so
dass es zu den antimikrobiellen Peptiden gezanhlt wird.

Die Expression von a-MSH in Haut, Lunge und Darm — drei Organsysteme mit Barriere-
Funktion und direktem Kontakt zur Umwelt — Iasst darauf schlieRen, dass a-MSH ein
bedeutender Bestandteil der angeborenen Immunabwehr ist (Maaser, Kannengiesser et
al. 2006).

1.4.1 Aufbau und Entstehung von a-MSH

Alle Melanocortine gehen durch posttranslationale Veranderungen aus dem etwa 32
kDa schweren POMC hervor. Dieses Prohormon wird von vielen verschiedenen Gewe-
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ben und Zelltypen exprimiert, hauptsachlich jedoch in Hypophyse, Haut und Hypotha-
lamus (Pritchard and White 2007). POMC wird durch die Prohormon-Convertasen (PC)
1 bzw. 2 proteolytisch gespalten (Brzoska, Luger et al. 2008). Neben den bereits er-
wahnten Melanocortinen entstehen aus POMC zusatzlich Lipotropine und Endorphine,
welche jedoch nicht Gegenstand der vorliegenden Untersuchungen waren und auf die

daher in diesem Zusammenhang nicht naher eingegangen werden soll.

Durch die Spaltung von POMC entstehen Pro-ACTH und ACTH. Das 4,5 kDa grolde
ACTH wird durch die PC2 weiter in CLIP (corticotropin-like intermediate lobe peptide)
und ao-MSH gespalten. a-MSH entspricht den ersten 13 Aminosauren von ACTH
(Pritchard and White 2007). Von besonderer Bedeutung ist zusatzlich das C-terminale
Tripeptid KPV (Lys-Pro-Val) von a-MSH, dem eine eigene antimikrobielle Wirkung zu-
gesprochen wird (Cutuli, Cristiani et al. 2000).
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(@) |
POMC
PC1 o
ACTH, 34 B-Lipotropin
PC2 y-MSH °
ACTH, ;3 CLIP y-Lipotropin B-Endorphin
(x-MSH)
B-MSH
(b)
ACTH SYSMEHFRWGK P VKKRRPVKVYPNGAEDESAEAFPLEF
o-MSH SYSMEHFRWG
¥-MSH YVMGHFRWDRFG
B-MSH AEKKDEGPYRMEHFRWGSPPKD

Abb. 1.4: Entstehung und Aufbau von a-MSH

(a): a-MSH und die anderen Melanocortine entstehen durch posttranslationale endoproteolytische Spal-
tung durch die PC1 und PC2 aus POMC

(b): Die Melanocortine teilen sich eine gemeinsame Aminodurensequenz HFRW = His-Phe-Arg-Trp
(modifiziert nach (Getting 2002))

1.4.2 Die Prohormon-Convertasen

Neuropeptide und Peptidhormone, zu denen auch POMC zahlt, werden als inaktive
Propeptide synthetisiert und durchlaufen verschiedene Modifikationen, bevor sie ge-
websspezifisch als aktive Peptide freigesetzt werden. An diesen Vorgangen sind ver-
schiedene Enzyme beteiligt, unter anderem die Subtilisin/Kexin-ahnlichen Pro-Proteine,
zu denen Furin und die Prohormon-Convertasen PC1, PC2, PACE4, PC4, PC5/6 und
PC7/8 zahlen.

Die endoproteolytische Spaltung von POMC zu ACTH und a-MSH wird von der PC1
(die fruher auch als PC3 bekannt war) und der PC2 katalysiert (Berman, Mzhavia et al.
2001). Ihre Expression konnte aufder in neuroendokrin aktiven Zellen in verschiedenen
Zelltypen der Haut nachgewiesen werden (Bohm and Luger 2004).

13



Einleitung

1.4.3 Die Melanocortin-Rezeptoren

a-MSH und die anderen Melanocortine vermitteln ihre biologischen Effekte durch Bin-
dung an sogenannte Melanocortin-Rezeptoren. Funf Subtypen dieser Rezeptoren sind
derzeit bekannt; sie werden MC1-Rezeptor bis MC5-Rezeptor genannt (Getting 2006).
Es handelt sich hierbei um transmembrane G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die uber
die Aktivierung der Adenylatzyklase zur Erhohung der intrazellularen cAMP-
Konzentration fuhren (Getting 2006). Die verschiedenen natirlichen und synthetisch
produzierten Melanocortine binden mit unterschiedlicher Affinitat an die unterschiedli-
chen Melanocortin-Rezeptoren. An den MC1-Rezeptor bindet a-MSH mit hochster Affi-
nitat, gefolgt von ACTH und y-MSH. Der MC2-Rezeptor wird durch ACTH aktiviert; an
den MC3-Rezeptor binden y-MSH und ACTH mit etwa gleicher Affinitat; der MC4 und
der MC5-Rezeptor werden bevorzugt von a-MSH und ACTH aktiviert (Brzoska, Luger et
al. 2008). Nachfolgend soll kurz auf die einzelnen Rezeptoren eingegangen werden.

* MC1-R: Es sind verschiedenste Zellarten bekannt, hauptsachlich peripherer Art,
die diesen Rezeptor exprimieren. Dazu gehoren u.a. Melanozyten, Monozyten,
neutrophile Granulozyten, Epithelzellen, Endothelzellen und Lymphozyten. Die
Hauptaufgaben dieses Rezeptors scheinen neben der Pigmentierung der Haut
antipyretische und antiinflammatorische Funktionen zu sein (Getting 2006).

* MC2-R: Dieser Rezeptor reguliert Uber die Proteinkinase A die Steroidfreigabe in

der Nebennierenrinde.

* MC3-R: Der MC3-R wird in Zellen des zentralen Nervensystems sowie Immun-

zellen und Zellen peripherer Gewebe exprimiert, nicht jedoch in Melanozyten.

* MC4-R: Die Expression des MC4-R erfolgt nur im zentralen Nervensystem. Er
spielt eine Rolle bei der Regulation der Nahrungseinnahme und konnte fur die

Therapie von Fettleibigkeit von Bedeutung sein (Adan, Hillebrand et al. 2003).

* MC5-R: Das Vorkommen dieses Rezeptors ist auf periphere Gewebe be-
schrankt. Er wird in verschiedenen Organen, u.a. Lunge, Leber, Thymus, Kno-
chenmark und Haut exprimiert (Catania, Gatti et al. 2004). Da er auch in B- und
T-Lymphozyten zu finden ist, wird eine immunregulatorische Funktion vermutet
(Taylor and Namba 2001).
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1.4.4 Antiinflammatorische Wirksamkeit von a-MSH

Die vielfaltigen antiinflammatorischen und antipyretischen Effekte von a-MSH konnten
sowohl in vitro als auch in vivo bereits vielfach nachgewiesen werden. Auf Grund der
zahlreichen Untersuchungen konnen nachfolgend nicht alle bisherigen Ergebnisse vor-
gestellt werden. Es soll daher nur auf einige wichtige Erkenntnisse exemplarisch einge-

gangen werden.

1.4.4.1 in vitro

In verschiedenen in vitro Experimenten konnte gezeigt werden, dass a-MSH die Pro-
duktion von proinflammatorischen Zytokinen wie IFN-y, TNF-a, IL-8, IL-1 und IL-6 als
auch die Bildung anderer proinflammatorischer Mediatoren wie der Prostaglandine re-
duziert (Brzoska, Luger et al. 2008). Auch die Aktivitat des proinflammatorischen Tran-
skriptionsfaktors Nuklear Factor kB (NF-xB), welcher eine Schlusselrolle in der Regula-
tion der Inflammation einnimmt, wird durch a-MSH gehemmt. In pulmonalen Epithelzel-
len der Linie A549, die mit einem a-MSH-Vektor transfiziert wurden, konnte die Hem-
mung von NFkB nachgewiesen werden (Ichiyama, Okada et al. 2000). In Kontrast zu
den hemmenden Effekten von a-MSH auf verschiedene proinflammatorische Mediato-
ren konnte gezeigt werden, dass das immunsuppressiv wirksame Zytokin IL-10 durch
ao-MSH induziert wird (Bhardwaj, Schwarz et al. 1996). Auch konnte in Studien mit ver-
schiedenen Hautzelltypen eine a-MSH-vermittelte Hemmung der durch proinflammato-
rische Stimuli induzierten Expression des intrazellularen Adhasionsmolekuls 1 (Inter-
Cellular Adhesion Molecule-1; ICAM-1) nachgewiesen werden (Brzoska, Luger et al.
2008).

1.4.4.2 in vivo

Auch in vivo konnte die antiinflammatorische Wirksamkeit von a-MSH in einer Reihe
von Krankheitsmodellen im Tierversuch, meist an Mausen, nachgewiesen werden. In
verschiedenen Sepsis-Modellen kam es nach a-MSH-Gabe zur Reduktion der proin-
flammatorischen Zytokine IL-1a und TNF-a (Brzoska, Luger et al. 2008).

In einem Maus-Modell zeigte sich, dass a-MSH durch Hemmung von Transkriptionsfak-
toren und Stressgenen die Nieren- und Lungenschadigung nach renaler Ischamie deut-
lich senken konnte (Deng, Hu et al. 2004).
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In Darmmukosa-Proben von Patienten, die an Zdliakie litten, konnten a-MSH sowie die
Expression zweier Melanocortin-Rezeptoren — MC1-R und MC5-R — nachgewiesen
werden. Moglicherweise soll dadurch die lokale Entzindungsreaktion kontrolliert wer-
den (Colombo, Buffa et al. 2002).

Bei Ratten, bei denen durch Bleomycin-Gabe eine akute Lungenschadigung hervorge-
rufen wurde, kam es zur a-MSH-Induktion. Durch Gabe von NDP-a-MSH kam es zur
signifikanten Reduktion proinflammatorisch und profibrotisch wirksamer Faktoren wie
IL-6, TNF-a oder TGF-B1. Es kann daher vermutet werden, dass Patienten von einer
Behandlung mit a-MSH-verwandten Agenzien bei akuter Lungenschadigung profitieren
(Colombo, Gatti et al. 2007).

In einem Mausmodell zur allergischen Atemwegsinflammation konnte gezeigt werden,
dass eine Therapie mit a-MSH zur Hemmung der Inflammation fuhrt. Der beobachtete
antiinflammatorische Effekt war von der Anwesenheit des immunsuppressiv wirksamen
IL-10 abhangig; IL-10-Knockout-Mause zeigten keine Reaktion auf eine a-MSH-
Therapie (Raap, Brzoska et al. 2003).

1.4.5 Antimikrobielle Eigenschaften von a-MSH

Fir a-MSH wurden antimikrobielle Eigenschaften gegen das grampositive Bakterium
Staphylococcus aureus und den Hefepilz Candida albicans beschrieben. Die Abtotung
der Erreger konnte schon bei Konzentrationen im picomolaren Bereich nachgewiesen
werden, was darauf schliel3en lasst, dass die antimikrobielle Funktion von a-MSH auch

physiologischerweise eine Rolle spielt (Cutuli, Cristiani et al. 2000).

Der Mechanismus, durch den a-MSH die antimikrobielle Wirkung gegen C. albicans
vermittelt, scheint sich dieser Studie nach vom Wirkmechanismus der klassischen anti-
mikrobiellen Peptide zu unterscheiden. Die meist kationischen antimikrobiellen Peptide,
wie z.B. die Defensine, binden an die negativ geladene Zellwand des Erregers. Durch
Zusammenlagerung mehrerer Peptide werden transmembrane Poren geformt, die zum
Zusammenbruch des Membranpotentials mit nachfolgender Lyse der Zelle flhren
(Harder, Glaser et al. 2007).

Es konnte bisher jedoch kein Anhaltspunkt daflr gefunden werden, dass der antimikro-
bielle Effekt von a-MSH ebenfalls auf diesem Mechanismus beruht. Hingegen wurde
gezeigt, dass es in C. albicans zur cAMP-Induktion durch Aktivierung der Adenylatcyc-
lase kam. Durch Hemmung der Adenylatcyclase mit ddADo (2',3'-Dideoxyadenosin)
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wurde der antimikrobielle Effekt abgeschwacht. Anderungen der intrazellularen cAMP-
Konzentration scheinen also fur die antimikrobielle Wirksamkeit von Bedeutung zu sein
(Cutuli, Cristiani et al. 2000).
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1.5 Ziel der Arbeit

Bis zu 50% der ambulant erworbenen Pneumonien werden durch den Erreger Strep-
tococcus pneumoniae verursacht. Trotz verbesserter Therapiemdglichkeiten und der
seit einigen Jahren angebotenen Schutzimpfung ist eine Pneumokokken-Pneumonie
insbesondere bei Kindern und immunsupprimierten oder alteren Patienten auch heutzu-
tage noch eine ernst zu nehmende Erkrankung mit hoher Morbiditat und Mortalitat. Vor
allem auf Grund der zunehmenden Resistenzbildung gegen Penicilline und Makrolide
wird intensiv nach neuen, alternativen Behandlungsstrategien geforscht. Die gezielte
Steuerung des angeborenen Immunsystems konnte einen neuen Ansatz zur Therapie
der Pneumokokken-Pneumonie darstellen. Dies kann moglicherweise durch die Thera-
pie mit — oder durch Induktion von — kdrpereigenen antimikrobiellen Peptiden erfolgen,
zu denen das Peptidhormon a-MSH gezahlt wird. Neben seiner antimikrobiellen Eigen-
schaft vermittelt a-MSH zudem antiinflammatorische Effekte.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Bedeutung von a-MSH — als wichtige
Komponente des angeborenen Immunsystems — fur pulmonale Infektionen durch

S. pneumoniae zu ermitteln.

Zunachst sollte die antimikrobielle Wirksamkeit von a-MSH gegenuber dem Erreger
S. pneumoniae nachgewiesen werden. Nachfolgend wurde untersucht, ob a-MSH

grundsatzlich im Rahmen einer Pneumokokken-Pneumonie gebildet wird.

Weiterhin sollten die molekularen Mechanismen einer a-MSH-Induktion durch
S. pneumoniae am Beispiel von humanen Bronchialepithelzellen der Linie BEAS-2B
naher erforscht werden. Dies erfolgte durch die Untersuchung verschiedener wichtiger
Pneumokokken-Virulenzfaktoren (Polysaccharidkapsel, Pneumolysin, Serinprotease
PrtA).

Um eine mdgliche Regulation von a-MSH durch die Prohormon-Convertase 2 zu analy-
sieren, wurde die Expression der PC2 nach S. pneumoniae-Infektion der Zellen unter-

sucht.

Zudem wurde die Expression zweier Melanocortin-Rezeptoren in pulmonalem Gewebe

vor und nach S. pneumoniae-Infektion untersucht.
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Einleitung

1.5.1 Fragestellungen

1.

Besitzt ao-MSH antimikrobielle Wirksamkeit gegenuber dem Erreger

S. pneumoniae?

Fahrt eine Infektion von pulmonalem Gewebe mit S. pneumoniae (Untersuchung
von Mauslungenlysaten und humanen Bronchialepithelzellen) zur Induktion von
ACTH und a-MSH?

Welche Rolle spielen verschiedene Pneumokokken-Virulenzfaktoren (Polysac-
charidkapsel, Pneumolysin, Serinprotease PrtA) fur die beobachteten Effekte?

Welche Rolle spielt die Prohormon-Convertase 2 fur die a-MSH-Induktion in mit

S. pneumoniae infizierten humanen Bronchialepithelzellen?

Kommt es nach S. pneumoniae-Infektion zu Anderungen hinsichtlich der Expres-
sion der Melanocortin-Rezeptoren 1 und 5?
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2 Material

2.1 Materialien fir die Zellkultur

2.1.1 Zelllinien

Es wurden humane Bronchialepithelzellen der Linie BEAS-2B verwendet.

2.1.2 Zellkulturflaschen und -schalen

Die humanen Bronchialepithelzellen wurden in Tzs-Zellkulturflaschen (Falcon, Heidel-
berg) kultiviert. Fur die Stimulationen wurden 6-Well-Platten oder 24-Wellplatten (Fal-

con, Heidelberg) verwendet.

2.1.3 Kulturmedien

Keratinocyte SFM 500 ml Gibco, Karlsruhe
Glutamin 200 mM 5 mi Gibco, Karlsruhe
Penicillin / Streptomycin 7 ml PAA, Cdlbe
Amphothericin B 200ul Roche, Mannheim
Epinephrin-Hydrochlorid (1mg/ml) 250 pl Sigma, Minchen
Epithelial Growth Factor 2,5ug Gibco, Karlsruhe
Bovine pituary extract 25 mg Gibco, Karlsruhe
Retinolsdure (1mg/ml) 50 pl Sigma, Minchen

Tab. 2.1: Kulturmedium fiir BEAS-2B-Zellen

Zur Stimulation der BEAS-2B-Zellen wurde das Keratinocyte SFM ohne weitere Zusat-

ze verwendet.

Keratinocyte SFM 100 ml Gibco, Karlsruhe

Bovines Serumalbumin (BSA) 100 mg/ml 1ml Sigma, Minchen
Fibronectin (1mg/ml) 1ml Sigma, Minchen
Vitronectin (50ug/ml) 100 pl Sigma, Minchen

Tab. 2.2: Coating-Medium zur Vorinkubation der Zellkulturflaschen und-schalen
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2.1.4 Weitere Substanzen fur die Zellkultur

Trypsin Gibco, Karlsruhe
Trypsin-Inhibitor Roche
PBS -/- PAA, Colbe

2.2 Materialien fur die Bakterien-Kultivierung

2.21 S. pneumoniae: verschiedene Stamme

Alle verwendeten S. pneumoniae-Stamme wurden freundlicherweise von Herrn Profes-
sor Dr. rer. nat. S. Hammerschmidt, Interfakultares Institut fur Genetik und Funktionelle
Genomforschung, Mathematisch-Naturwissenschaftliche Fakultat (Ernst Moritz Arndt
Universitat Greifswald), Friedrich-Ludwig-Jahn-Str. 15a, 17487 Greifswald, zur Verfu-
gung gestellt.

D39: bekapselte Wildtyp (Serotyp 2)
R6x: nicht-bekapseltes Derivat von D39
R6xAply: Pneumolysin-defiziente Mutante von R6x

R6xAprtA:  PrtA-defiziente Mutante von R6x

2.2.2 Bakterien-Kulturmedium

Todd Hewitt Broth 30g BD Mikrobiologie, Heidelberg
Hefeextrakt 59 Sigma, Minchen
Aqua bidest. Ad 1000 ml

Tab. 2.3: Pneumokokken-Anzuchtmedium (THY)

2.3 Mauslungenproben

Die gezeigten Western-Blot-Untersuchungen aus einem in vivo Maus-Pneumonie-
Modell wurden mit Gesamtmauslungenlysaten durchgefuhrt. Die fertig aufbereiteten
Proben, wie auch die Maus-BAL-Proben wurden freundlicherweise von Herrn Dr. med.
H. Muller, Medizinische Klinik m. S. Infektiologie und Pneumologie der Charité — Uni-
versitatsmedizin Berlin, Charité-Platz 1, 10117 Berlin, zur VerflUgung gestellt. Zur Her-
stellung der Proben wurden 10 Wochen alte, 19-21 g schwere weibliche C57BL/6-
Mause unter einer leichten intraperitonealen Ketamin/Xylacin-Anasthesie intranasal mit
20 pl des bekapselten S. pneumoniae Serotyp 3 NCTC7978 (5><106 cfu/ml) infiziert und
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nach 24 Stunden euthanasiert. Aus den steril enthommenen Lungen wurden bronchoal-
veolare Lavages entnommen und dann bis zur weiteren Verarbeitung in flissigem
Stickstoff gelagert. Den zur Negativkontrolle dienenden Tieren wurden 20 ul PBS intra-
nasal appliziert. Die Lungen der Kontrolltiere wurden ebenfalls nach 24 Stunden ent-

nommen.

2.4 Losungen, Puffer und Antikorper fiir Western Blot

Dulbeccos PBS 1x PAA, Célbe
Natriumfluorid 99%ig 1M Sigma, Minchen
Natriumorthovanadat 98%ig 200 mM Sigma, Minchen
Natriumpyrophosphat 150 mM Sigma, Miinchen

Tab. 2.4: Phosphoprotein-Waschpuffer

Phosphoprotein-Waschpuffer 824 i S.0.

Tris-HCI pH 7,4 50 mM, 100 pl Sigma, Miinchen
EDTA 250 mM, 1 pl Roth, Karlsruhe

NP-40 1%, 50 ul BioChemika, Duisburg
PMSF 1 mM, 10 pl Sigma, Miinchen
Antipain 10 pg/ml, 5 pl Sigma, Miinchen
Leustatin 10 pg/ml, 5 pl Sigma, Miinchen
Pepstatin 10 pg/ml, 5 pl Sigma, Miinchen

Tab. 2.5: Protein-Lysepuffer (1 ml)

Glycerol Merck, Darmstadt
Tris-HCI pH 8,3 0,5M Sigma, Miinchen
SDS 10% Serva, Heidelberg
Bromphenolblau 1% Pharmacia Biotech AB, Uppsala
Aqua bidest.
B-Mercaptoethanol 1% Serva, Heidelberg

Tab. 2.6: Proteinladepuffer 4x (Lammli-Puffer)
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2.41 Gele

2.4.1.1 Trenngel

Material

Trizma-Base 18,159 Sigma, Miinchen
Aqua bidest. Ad 1000 ml
Tab. 2.7: Trenngelpuffer (1,5M, pH 8,8)
13%ig 7%ig
Trenngelpuffer S.0. 2,5 ml 2,5 ml S.0.
Acrylamid 40% 3,25 mi 1,65 ml Serva, Heidelberg
SDS 10% 100 pl 100 pl Serva, Heidelberg
APS 50 pl 50 pl Serva, Heidelberg
Aqua bidest. 4.1 ml 5,7 ml
TEMED 5 pl 5 pl R&D Systems, Wiesbaden
Tab. 2.8: Trenngele
2.4.1.2 Sammelgel
Trizma-Base 69 Sigma, Minchen
Aqua bidest Ad 1000ml
Tab. 2.9: Sammelgelpuffer (0,5M, pH 6,8)
Sammelgelpuffer S.0. 1ml S.0.
Acrylamid 40% 534 pl Serva, Heidelberg
SDS 10% 40 pl Serva, Heidelberg
APS 40 pl Serva, Heidelberg
Aqua bidest. 2,426 ml
TEMED 10l R&D Systems, Wiesbaden

Tab. 2.10: Sammelgel
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2.4.2 Laufpuffer, Blotpuffer und Blockpuffer

Material

Trizma Base 159 Sigma, Minchen
Glycin 729 Serva, Heidelberg
SDS 59 Sigma, Minchen
Aqua bidest. Ad 1000 ml

Tab. 2.11: Laufpuffer (5x)

Laufpuffer (1x): 200 ml Laufpuffer (5x) in 800 ml Aqua bidest.

Trizma Base 30g Sigma, Minchen
Glycin 144 g Serva, Heidelberg
Aqua bidest. Ad 1000 ml

Tab. 2.12: Blotpuffer (10x)

Blotpuffer (1x): 80 ml Blotpuffer (10x), 200 ml Methanol (Merck, Darmstadt) in 720 ml

Aqua bidest.

Blockpuffer

Der Odyssey-Blockpuffer (LI-COR Biosciences, Bad Homburg) wurde im Verhaltnis 1:1

mit Dulbeccos PBS verdunnt. Diese Mischung wurde auch zum Ansetzen der primaren

und sekundaren Antikorper fur Western Blot-Versuche verwendet.

2.4.3 Antikorper

Antigen Tier Verdiinnung Firma
Akt Kaninchen 1:500 Cell signaling
ACTH/CLIP (E-15) Ziege 1:500 Santa Cruz Biotechnology, Inc.
MC1-R Kaninchen 1:500 Santa Cruz Biotechnology, Inc.
MC5-R Ziege 1:500 Santa Cruz Biotechnology, Inc.
PC2 (H-20) Ziege 1:500 Santa Cruz Biotechnology, Inc.
ERK-2 Maus 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, Inc.
COX-2 Maus 1:500 BD Biosciences

Tab. 2.13: primére Antikorper fiir Western Blot
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Ziel Tier Verdiinnung Firma
Anti-Kaninchen I1gG Ziege 1:2000 LI-COR Biosciences, Bad Homburg
Anti-Maus Ziege 1:2000 LI-COR Biosciences, Bad Homburg
Anti-Ziege Esel 1:2000 LI-COR Biosciences, Bad Homburg

Tab. 2.14: Sekundare Antikorper fiir Western Blot

2.5 Substanzen fur ELISA

2.5.1 a-MSH-ELISA
Zur Durchfuhrung des a-MSH-ELISAs verwendeten wir das a-MSH-EIA-Set von Phoe-

nix Pharmaceuticals.

2.6 Andere Chemikalien und Stimulantien

a-MSH Sigma, Munchen
Ponceau S Sigma, Munchen
Bradford-Reagenz Biorad, Minchen
PMA Calbiochem, Merck, Darmstadt
Aprotinin Calbiochem, Merck, Darmstadt
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2.7 Verbrauchssubstanzen

Material

Reaktionsgefalie

Eppendorf, Hamburg

Pipetten

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen

Sarstedt, Hannover

Multipipetten

Eppendorf, Hamburg

Cell-Scraper

Costar, Cambridge

Urinbecher (100 ml)

Sarstedt, Hannover

Réhrchen (12 und 50 ml)

Falcon, Heidelberg

Whatman-Filterpapier

Whatman

Einmal-KUvetten

Sarstedt, Hannover

Reaktionsgefalie (0,5; 1,5; 2 ml)

Eppendorf, Hamburg

Blotmembran Hybond-ECL

Amersham life science, Braunschweig

Einmal-Impfésen

VWR, Darmstadt

Columbia Agar Platten

BD Mikrobiologie

Recombinant Protein molecular weight marker

Amersham life science, Braunschweig

Tab. 2.15: Verbrauchssubstanzen

2.8 Gerate

Standardmalig eingesetzte Gerate wie Sterilbanke, Kuhlschranke etc. werden hier

nicht extra aufgefuhrt.

Bio Rad Gelelektrophorese-System

BIO-RAD, Miinchen

ELISA-Plattenlesegerat

Dynatech, Guernsey, England

Odyssey Infrared Imaging System

LI-COR Biosciences, Bad Homburg

Spektralphotometer

UVIKON, Kontron, Basel

Blot-Apparatur

BIO-RAD, Miinchen

Thermomixer

Eppendorf, Hamburg

Vortexer

IKA, Staufen

Tab. 2.16: Gerate
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3 Methoden

3.1 Kultivierung der Zellen

Die humanen Bronchialepithelzellen der Linie BEAS-2B wurden in Zellkulturflaschen
(T7s), Zellkulturschalen oder Multiwell-Platten in einem Brutschrank bei 37 °C mit einer
CO2-Konzentration von 5% und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95% kultiviert. Das
Kulturmedium wurde alle zwei Tage erneuert. Vor der Aussaat der Zellen in die ent-
sprechenden Gefalle wurden diese mit dem Coating-Medium bei Raumtemperatur vor-
inkubiert. Hierfur wurde jeweils eine geringe Menge Coating-Medium in die Flaschen
oder Schalen gegeben und diese auf dem Boden verteilt; nach 30 min wurde die uber-
schussige Flussigkeit abpipettiert.

Nach Ausbildung eines Monolayers in den T7s-Flaschen erfolgte die Subkultivierung der
Zellen je nach Versuchsaufbau in Zellkulturschalen oder Multiwell-Platten. Zunachst
wurden alle benotigten Kulturmedien und Flussigkeiten in einem Wasserbad auf 37 °C
erwarmt. Das Kulturmedium der Zellen wurde entfernt, der Monolayer wurde einmalig
mit 10 ml PBS -/- gewaschen. Nachfolgend wurden die Zellen fur funf Minuten mit 3 ml
Trypsin bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Durch vorsichtiges Klopfen konnten die Zel-
len nun leicht geldst werden und wurden in 10 ml Kulturmedium aufgenommen, in ein
50 ml Zellkulturréhrchen gegeben und bei 1000 U/min fur funf Minuten bei Raumtempe-

ratur zentrifugiert.

Das Uberschussige Medium wurde nun vorsichtig abpipettiert, um das entstandene Pel-
let zu erhalten. Nach Zugabe von 200 ul Trypsin-Inhibitor und vorsichtigem Resuspen-
dieren des Pellets wurden nun 30 ml Kulturmedium hinzugegeben, die daraufhin in die
vorbereiteten Zellkulturschalen oder Multiwell-Platten im Verhaltnis 1:3 verteilt wurden.
Die nach etwa drei Tagen konfluenten Zellen konnten dann fur Versuche eingesetzt

werden.

3.2 Kultivierung der Pneumokokken

Die S. pneumoniae-Stock-Losungen wurden bei -80 °C gelagert und bei Gebrauch ge-
kuhlt zum Arbeitsplatz transportiert.

Fur die Kultivierung der Pneumokokken wurde am Versuchsvorabend eine kleine Men-
ge des bendtigten S. pneumoniae-Stamms mit einer Einmal-Ose auf eine Agarplatte mit
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5% Schafsblut ausgestrichen. Fir den pneumolysin-defizienten Stamm musste diese
zuvor mit einem Selektionsantibiotikum (40 pl Erythromycin in einer Konzentration von

1 mg/ml) bestrichen werden. Die Agarplatten wurden Uber Nacht im Brutschrank bei
37 °C mit einer CO2-Konzentration von 5% inkubiert. Am nachsten Morgen waren deut-
liche Kolonien des Erregers sichtbar.

Die Einzelkolonien wurden nun mit einem Wattestdbchen abgenommen, in ein Falkon-
Rohrchen mit 20 ml angewarmtem THY gegeben und im Brutschrank weiter inkubiert,
bis spektralphotometrisch eine ODggo (optische Dichte bei 600 nm) von 0,3 bis 0,4 er-
reicht war. Dies entspricht einer Konzentration von 3 bzw. 4x10° cfu/ml. Nachfolgend
wurden die Erreger im Falkon-Rohrchen bei 3600 U/min fur 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und das entstandene Pellet in derselben Menge
Zellkulturmedium resuspendiert.

Fir die Infektion der Zellen musste die entstandene Pneumokokkensuspension je nach
Versuchsaufbau weiter auf eine Konzentration von 1x10% bzw. 1x10” cfu/ml verdiinnt

werden.

3.2.1 Herstellung Hitze-inaktivierter Erreger

Die Erreger (S. pneumoniae R6x) wurden wie oben beschrieben kultiviert und auf eine
Konzentration von 10° cfu/ml eingestellt. Die Inaktivierung erfolgte im Wasserbad bei
56 °C fur eine Stunde. Die abgetoteten Bakterien wurden dann zweifach zentrifugiert
und jeweils wieder mit PBS resuspendiert; es wurden dann Aliquot von je 1 ml angefer-
tigt und diese bei -80 °C gelagert. Die Erfolgskontrolle erfolgte durch Ausstreichen der
abgetoteten Erreger auf Agar-Platten.

3.3 Antimikrobielles Assay

S. pneumoniae R6x wurden in einer Konzentration von 10° cfu/ml angeziichtet. Fiir die
Zeitreine wurden die Erreger mit 10° M a-MSH fiir zwei bzw. vier Stunden im Brut-
schrank bei 37 °C inkubiert. Fur die Konzentrationsreihe wurden die Pneumokokken mit
unterschiedlichen a-MSH-Konzentrationen (10™"°, 1072, 10°, 10°, 10°, 10™) fiir vier
Stunden inkubiert. Nachfolgend wurden die Proben auf eine Bakterienkonzentration von
100 cfu/ml verdunnt.
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Es wurde jeweils 1 ml der verdunnten Proben auf Schafsblut-Agarplatten ausgestrichen
und diese fur 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf der Zeit konnten die

sichtbaren Bakterienkolonien ausgezahlt werden.

Als Positivkontrolle wurde Penicillin in einer Konzentration von 1 pyg/ml eingesetzt.
3.4 Western Blot

3.4.1 Probengewinnung fur Western Blot

Die BEAS-2B-Zellen wurden in 6-Well-Platten kultiviert. Nach Infektion der Zellen mit
dem Erreger konnten die Proben nach der dem jeweiligen Versuchsaufbau entspre-
chenden Zeit geerntet werden.

Hierfur wurden zunachst das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen einmalig mit eis-
kaltem Phosphoprotein-Waschpuffer gewaschen. Dann wurden pro Well 50 pl eiskalter
Lysepuffer hinzugegeben und die Zellen mit einem Zellschaber vom Boden abgekratzt.
Die lysierten Zellen konnten nun mit einer Pipette aufgenommen und in vorbereitete
Reaktionsgefalie Uberfuhrt werden. Es wurden immer die Zellen von jeweils zwei Wells
in einem Reaktionsgefall gesammelt.

Dann wurden die Reaktionsgefale bei 13000 U/min fur 10 min bei 4 °C zentrifugiert.
Der entstandene Uberstand wurde in ein neues GefaR berfihrt, das Pellet verworfen.

Bis zum Gebrauch wurden die Proben bei -20 °C gelagert.

3.4.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Ermittlung des Proteingehalts der Proben wurde eine Proteinbestimmung nach der
Bradford-Methode durchgefuhrt.

Zunachst musste das Bradford-Reagenz vorbereitet werden: Hierfur wurde Coomassie
Brilliant Blue mit Aqua dest. im Verhaltnis 1:5 verdinnt. Von dieser Losung wurden je-
weils 995 pl in Einmal-Kuvetten pipettiert und 5 yl der vorbereiteten, eisgekuhlten Pro-
ben hinzugegeben. Die anfangs braunliche Losung farbt sich nach Proteinzugabe blau,
eine starkere/dunklere Blaufarbung entspricht einer hoheren Proteinkonzentration. Pho-
tometrisch wurde die optische Dichte bei 595 nm gemessen. Dem fur jede Probe erhal-
tenen Zahlenwert konnte mittels einer Albumin-Eichkurve die genaue Proteinkonzentra-

tion zugeordnet werden.

29



Methoden

3.4.3 Gel-Elektrophorese

Zur Weiterverarbeitung wurden die Proben mit Lammli-Puffer im Verhaltnis 4:1 verdinnt
und fur 5 min unter Schutteln auf 95 °C erhitzt. Meist wurde eine 80 ug Protein entspre-
chende Menge jeder Probe auf ein Acrylamid-Gel aufgetragen. Es wurden 7%- und
13%-ige Acrylamidgele eingesetzt (7%-iges Gel fur groRere Proteine, 13%-iges Gel fur
kleinere Proteine).

Die Bio Rad Mini-Gel-Kammer wurde mit Running-Puffer aufgefillt und eine Spannung
von 100 V angelegt. Nachdem die Proben ins Trenngel eingetreten waren, wurde die
Spannung auf 130 V erhoht. Nach etwa 90 min hatten die Proben das Gel durchlaufen,

sodass die Gele aus der Kammer enthommen werden konnten.

3.4.4 Das Blotten

Zum Transfer der Proteine vom Gel auf eine Membran wurde ein Sandwich bestehend
aus der Blotvorrichtung, 2 Scheiben Whatman-Filterpapier je Seite, 1 Blotschwamm je
Seite, 1 Hybond-Membran und dem Gel gebildet und diese gemal} Herstellerangaben
in die Blotkammer eingesetzt, mit eiskaltem Blotpuffer getrankt und fur 1 h an eine
Spannung von 100 V angeschlossen. Nach dieser Zeit konnten die Proteinbanden auf
der Membran durch kurze Zugabe von Ponceau-S-Losung sichtbar gemacht werden.
Durch Schwenken der Membran in destilliertem Wasser verschwanden die roten Ban-
den wieder. Zur Verhinderung unspezifischer Bindungen wurde der Blot dann fur 1 h in
Blockpuffer eingelegt.

Nun erfolgte die Zugabe der gewunschten Primar-Antikorper-Mischung, mit welcher die
Membran fur 2 h bei Raumtemperatur unter leichtem Schwenken inkubiert wurde. Da-
nach wurde die Membran 3-mal fur jeweils 5 min mit PBS + 5% Tween 20 gewaschen,
um Uberschussige Antikorper, die nicht an das Zielprotein gebunden hatten, zu entfer-

nen.

Der sekundare Antikorper wurde auf die Membran gegeben und 1 h bei Raumtempera-
tur inkubiert. Es folgte das Waschen der Membran mit PBS + 5% Tween (3-mal je 5 Mi-
nuten) und destilliertem Wasser (3-mal, je 5 Minuten). Jetzt konnte der Blot in den

Odyssey-Scanner eingelesen und am Computer ausgewertet werden.
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3.5 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die ELISA-Technik ist ein Immunassay-Verfahren, das auf einer enzymatischen
Farbreaktion basiert. Hierbei werden spezifische Antikorper genutzt, die ein bestimmtes
Antigen binden. An diesen Antigen-Antikdrper-Komplex bindet ein Enzym, welches
nach Zugabe eines Substrates eine Reaktion katalysiert, die durch einen Farbumschlag
sichtbar wird. Dieser Farbumschlag ist gegenuber der Antigen-Konzentration proportio-
nal, so dass eine quantitative Bestimmung des Antigens erfolgen kann.

Fur die Auswertung aller ELISAs wurde das Computerprogramm Graphpad Prism 5.0

genutzt.

3.5.1 a-MSH-ELISA
Fur den a-MSH-ELISA wurde ein kommerziell erhaltliches a-MSH-ELISA-Kit der Firma

Phoenix pharmaceuticals, inc. eingesetzt. Die Zellen wurden je nach Versuchsschema
mit den Erregern infiziert und die Uberstéande der Wells abgenommen. Um Doppelwerte
zu erhalten, wurde jede zu untersuchende Probe im Versuchsaufbau doppelt angelegt.

Zunachst wurde am Versuchstag eine a-MSH-Standard-Reihe angefertigt. Hierfur wur-
de die im Kit enthaltene Standard-L6sung mit Assay-Buffer verdunnt. Dann konnten die
unverdunnten Proben und die vorbereitete a-MSH-Standard-Reihe (jeweils 50 pl) auf
die vorgecoatete ELISA-Platte pipettiert werden. In jedes Well wurden zusatzlich jeweils
25 pl primares Antiserum und biotinyliertes Peptid gegeben.

Die Platte wurde nun fur zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und dann viermal
mit je 350 pl Assay-Buffer je Well gewaschen. Die Platte wurde fur eine weitere Stunde
mit Meerrettichperoxidase (100 pl/Well) dunkel bei Raumtemperatur inkubiert und wie-
der vier Mal wie oben beschrieben gewaschen.

Danach wurden je 100 pl/Well Substatldsung hinzugegeben, die Platte erneut fur eine
Stunde dunkel bei Raumtemperatur inkubiert. Die Farbreaktion wurde dann mit
100 pl/Well 2N HCI abgestoppt. Die Auswertung erfolgte in einem Plattenlesegerat bei
einer optischen Dichte von 450 nm. Die fur die Proben ermittelten optischen Dichten

konnten nun anhand der Standardkurve quantifiziert werden.
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3.6 Transfektion

Die Transfektion der Bronchialepithelzelllinie BEAS-2B erfolgte mittels AtuFECTO1
(Silence Therapeutics AG, Berlin, Germany). Bei dieser Methode handelt es sich um
eine Lipofektion, bei der es zur Bildung von positiv geladenen Lipid-RNA-Komplexen
kommt. Diese binden an die negative geladene eukaryotische Zellmembran und werden
dort durch Endozytose aufgenommen.

Fir die Transfektion wurden 2 pug siRNA je 10° BEAS-2B-Zellen eingesetzt. Die non-
silencing  Kontroll-siRNA  (sense = UUCUCCGAACGUGUCACGULtt, antisense
ACGUGACACGUUCGGAGAALt), sowie die vorgefertigte und getestete PC2-siRNA
wurden von Ambion Ltd. (Huntingdon, Cambridge, UK) erworben.

3.7 Aufbereitung der Mauslungenproben

Die Mauslungen wurden sofort nach der Entnahme in flissigem Stickstoff schockge-
frostet. Dann wurden sie zur weiteren Aufbereitung mechanisch homogenisiert und in
Lysepuffer zur Proteinextraktion suspendiert. Um grobere Zellstrukturen aufzubrechen,

wurden die Lysate zusatzlich 3x6 Sekunden mit Ultraschall behandelt.

3.8 Statistische Auswertung

Alle abgebildeten Versuche wurden mehrfach und unabhangig voneinander erfolgreich
durchgefuhrt. Fur die statistische Auswertung der ELISAs und der antimikrobiellen As-
says wurde das Programm GraphPad Prism, Version 5.0 genutzt. Es wurden Einweg-
Varianzanalysen (one-way-ANOVA) durchgefuhrt. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von
weniger als 5% (p <0.05) wurde als signifikant gewertet.

Die Abbildungen der Western Blots zeigen einen reprasentativen Blot bei mindestens
drei voneinander unabhangig durchgefuhrten Versuchen mit gleichem Ergebnis.
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4 Ergebnisse

4.1 a-MSH ist gegen S. pneumoniae antimikrobiell wirksam

Fir a-MSH konnten bereits von Cutuli und Kollegen antimikrobielle Effekte gegen zwei
bedeutende Krankheitserreger — gegen das grampositive Bakterium Staphylococcus
aureus und den Hefepilz Candida albicans — nachgewiesen werden (Cutuli, Cristiani et
al. 2000). Bislang gab es keine weiteren Erkenntnisse hinsichtlich der antimikrobiellen
Wirkung a-MSHs gegen andere Erreger.

In diesem Versuch sollte die antimikrobielle Wirksamkeit von a-MSH gegenuber dem
unbekapselten Erreger S. pneumoniae R6x ermittelt werden. Hierfur wurden antimikro-
bielle Assays durchgefuhrt. Es zeigte sich, dass a-MSH gegenuber der grampositiven
S. pneumoniae-Mutante R6x deutliche antimikrobielle Wirksamkeit besitzt. Sowohl zeit-
(Abb. 4.1 A) als auch konzentrationsabhangig (Abb. 4.1 B) kam es nach Inkubation des
Erregers mit a-MSH zur signifikanten Reduktion der Anzahl der Pneumokokkenkolo-
nien.

Die antimikrobielle Wirksamkeit von a-MSH erwies sich beim Einsatz einer Konzentrati-
on von 10° M bei einer Inkubationsdauer von vier Stunden der antimikrobiellen Wirkung

von Penicillin als gleichwertig (Abb. 4.1 A).

33



Ergebnisse

A B

3504 350+

3004 300-

=5 250+ = 2504
TR [T
o )

S 2004 ® 200-
o 8
S S

£ 150- € 1504
3 2
3 T a

o 100- v 1004

50+ 50

0- 0-

- 2 4 Pen [h] - 10" 1072 10° 10° 10 10+
a-MSH a-MSH [M]

Abb. 4.1 A-B: a-MSH ist gegen S. pneumoniae antimikrobiell wirksam

S. pneumoniae R6x wurde mit a-MSH inkubiert. Die angefertigten Zeit- (A) und Konzentrationsrei-
hen (B) wurden in antimikrobiellen Assays untersucht. Fur die Zeitreihen wurde a-MSH in einer
Konzentration von 10° M eingesetzt. Als Positivkontrolle wurde Penicillin in einer Konzentration
von 100 pg/ml verwendet. Die Graphen zeigen eine Zusammenfassung von drei voneinander un-
abhangig durchgefiihrten Versuchen. Die im Vergleich zum Leerwert signifikanten (p < 0,05) Re-
duktionen der Kolonie-bildenden Einheiten (engl.: colony forming units; cfu) nach a-MSH-

Inkubation wurden mit einem Stern gekennzeichnet.

4.2 ACTH und a-MSH werden durch S. pneumoniae in pulmonalem

Gewebe induziert

Die Neuropeptide ACTH und a-MSH entstehen durch posttranslationale Veranderungen
aus dem Vorlauferprotein POMC. Es ist in der Literatur bekannt, dass ACTH und
a-MSH neben ihrem Hauptbildungsort in der Hypophyse auch in vielen anderen peri-
pheren Geweben und Zellarten, unter anderem in Zellen des Immunsystems und der
Haut, exprimiert werden (Catania, Airaghi et al. 2000; Pritchard and White 2007). Zu-
dem konnen sie durch verschiedene proinflammatorische Stimuli, wie z.B. ultraviolette
Strahlung, Zytokine oder bakterielles Endotoxin induziert werden (Schiller, Brzoska et
al. 2004). Nachfolgend sollte untersucht werden, ob ACTH und a-MSH ebenfalls durch
eine Infektion mit S. pneumoniae in pulmonalem Gewebe induziert werden. Hierfur
wurden Mauslungenlysate, BAL-Proben von Mausen (Bronchoalveolare Lavages) so-
wie humane Bronchialepithelzellen der Linie BEAS-2B untersucht.

Das 39-Aminosauren-Polypeptid ACTH entsteht durch posttranslationales Processing
aus dem 29 kDa schweren Vorlauferprotein POMC und wird durch die Prohormon-
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Convertase 2 weiter in a-MSH gespalten. Die Bildung von ACTH sollte mittels Western
Blot mit einem fur die Detektion von POMC und ACTH empfohlenen Antikorper (29
kDa) gezeigt werden (Abb. 4.2 A, C). Die a-MSH-Induktion wurde durch einen spezifi-
schen a-MSH-ELISA untersucht (Abb. 4.2 B, D).

gesunde Mause S. p. infizierte Mause

— G ' ) | ACTH

— X S — — wmmen" | FRK-2

1 2 3 4 5 6 7 8 [Mausnummer]

a-MSH [ng/ml]

- S. p.

Abb. 4.2 A-B: ACTH und a-MSH werden nach Infektion mit S. pneumoniae in murinem
pulmonalem Gewebe induziert

Die ACTH-Induktion in den Mauslungenlysaten (A) wurde mittels Western Blot untersucht. Die
Maus-BAL-Proben (B) wurden mittels a-MSH-ELISA untersucht. Die Mause waren zuvor fir 24 h
mit dem bekapselten Serotyp 3 S. pneumoniae NCTC7978 infiziert worden. Der Nachweis von
ERK-2 (,extracellular signal-regulated kinase“) wurde als Beladungskontrolle verwendet. Abgebil-
det ist ein aus drei unabhangigen Experimenten ausgewabhlter reprasentativer Blot (A). Der Graph
(B) zeigt eine Zusammenfassung von drei voneinander unabhangig durchgefihrten Versuchen. Im
Vergleich zum Leerwert signifikante (p < 0,05) Anstiege der a-MSH-Konzentration wurden mit ei-

nem Stern gekennzeichnet.
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Abb. 4.2 C-D: ACTH und a-MSH werden durch eine Infektion mit S. pneumoniae in
Bronchialepithelzellen induziert

BEAS-2B-Zellen wurden mit S. pneumoniae R6x (107 cfu/ml) infiziert. Es wurde eine Zeitreihe an-
gefertigt. Die ACTH-Induktion wurden mittels Western Blot untersucht (C). Die a-MSH-Induktion in
den Mediumiberstanden wurde mittels a-MSH-ELISA untersucht (D). Der Nachweis von ERK-2
wurde als Beladungskontrolle verwendet. Abgebildet ist ein aus drei unabhangigen Experimenten
ausgewabhlter reprasentativer Blot (C). Der Graph (D) zeigt eine Zusammenfassung von drei vonei-
nander unabhangig durchgefihrten Versuchen. Im Vergleich zum Leerwert signifikante (p < 0,05)

Anstiege der a-MSH-Konzentration wurden mit einem Stern gekennzeichnet.

Es konnte nachgewiesen werden, dass es sowohl bei einem Maus-Pneumonie-Modell
in vivo (Abb. 4.2 A, B) als auch in vitro (Abb. 4.2 C, D) nach einer Infektion mit
S. pneumoniae zur Induktion von ACTH und a-MSH kommt.
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4.3 Untersuchung verschiedener Pathogenitatsfaktoren

4.3.1 Die Bedeutung von Kapsel und Pneumolysin fiir die a-MSH-Induktion

Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass ACTH und a-MSH durch S. pneumoniae
in pulmonalem Gewebe induziert werden, sollten nun hierfur verantwortliche Pneumo-
kokken-Virulenzfaktoren identifiziert werden. Im Detail wurde die Auswirkung einer Be-
kapselung sowie die Bedeutung eines weiteren wichtigen Virulenzfaktors — dem
Pneumolysin — untersucht. Hierfir wurden neben der unbekapselten Mutante
S. pneumoniae R6x der bekapselte Wildtyp D39 (Serotyp 2) und eine pneumolysin-
defiziente Mutante R6xAply eingesetzt. Die humanen Bronchialepithelzellen der Linie
BEAS-2B wurden mit den unterschiedlichen Erregern (107 cfu/ml) jeweils iber sechs
Stunden infiziert. Im Western Blot wurden die Proben hinsichtlich der ACTH-Induktion
untersucht. Um nachzuweisen, dass es nach Zugabe der Erreger tatsachlich auch zu
einer Infektion der Zellen kommt, wurde zudem ein Cyklooxigenase-2-Antikorper (COX-
2) eingesetzt. Nach S. pneumoniae-Infektion von humanen Bronchialepithelzellen
kommt es zuverlassig zu einer COX-2-Aktivierung, die durch den NF-kB-
Signaltransduktionsweg vermittelt wird (N'Guessan, Hippenstiel et al. 2006). Zur
a-MSH-Detektion wurden a-MSH-ELISAs eingesetzt.

Nach einer Infektion mit dem bekapselten Wildtyp D39 konnte weder durch Western
Blot Analysen noch mittels ELISA eine Induktion von ACTH oder a-MSH nachgewiesen
werden. Es zeigte sich jedoch die deutliche Induktion der COX-2, so dass davon aus-
zugehen ist, dass eine Infektion der Zellen stattgefunden hat.

Die unbekapselte Mutante S. pneumoniae R6x bewirkte, ebenso wie ihre pneumolysin-
defiziente Mutante, eine deutliche Induktion von ACTH, a-MSH und COX-2 (Abb. 4.3.1
A-B).
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Abb. 4.3.1 A-B: Auswirkung von Kapsel und
Pneumolysin auf die ACTH- und oa-MSH-
Induktion

BEAS-2B-Zellen wurden mit dem bekapselten Wild-
typ D39, der nicht-bekapselten Mutante R6x sowie
deren pneumolysin-defizienter Mutante R6xAply infi-
Ziert (‘IO7 cfu/ml). Durch den bekapselten Erreger
wurde weder ACTH (A) noch a-MSH (B) induziert.
Das Fehlen von Pneumolysin hingegen hatte keinen
signifikanten Einfluss auf die ACTH- oder a-MSH-
Induktion. COX-2 wurde als Stimulationskontrolle
eingesetzt. Der Nachweis von ERK-2 wurde als Be-
ladungskontrolle verwendet. Abgebildet ist jeweils
ein aus drei unabhangigen Experimenten ausge-
wahlter reprasentativer Blot (A). Der Graph zeigt
eine Zusammenfassung von drei voneinander un-

abhangig durchgeflihrten Versuchen.

Im Vergleich zum Leerwert signifikante (p<0,05) Anstiege der a-MSH-Konzentration wurden mit ei-

nem Stern gekennzeichnet.
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4.3.2 Einsatz hitzeinaktivierter Erreger

Bisher konnte gezeigt werden, dass ACTH und a-MSH durch lebende Pneumokokken
in pulmonalem Gewebe induziert werden kdnnen. Jedoch kam es in vitro beim Einsatz
bekapselter Erreger nicht zur ACTH- und a-MSH Induktion. Nachfolgend sollte Uberpruft
werden, ob hitzeinaktivierte Erreger in der Lage sind, ACTH und a-MSH zu induzieren.

Eine Hitzeinaktivierung der Erreger bewirkt die Denaturierung von Proteinstrukturen.

Um dies zu untersuchen, wurden BEAS-2B-Zellen mit der lebenden S. pneumoniae-
Mutante R6x (107 cfu/ml) und dem hitzeinaktivierten R6x (10° cfu/ml) iiber sechs Stun-
den infiziert. Die inaktivierten Erreger wurden in einer erhdhten Konzentration einge-
setzt, um den Konzentrationsunterschied zum lebenden Erreger auszugleichen, da sich
dieser wahrend der Inkubationszeit weiter repliziert. Es zeigte sich, dass es nur nach
einer Infektion mit dem lebenden Erreger R6x zur ACTH- und a-MSH-Induktion kommt,
nach der Hitzeinaktivierung der Erreger zeigte sich kein Effekt. Dies gibt den Hinweis
darauf, dass die beobachteten Ergebnisse auf einer hitzelabilen Erregerstruktur beru-

hen.

A Abb. 4.3.2 A-B: Hitzeinaktivierte Erreger bewirken
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R6x Hitze S. pneumoniae (107 cfu/ml) sowie dem hitzeinaktivierten
R6x (108 cfu/ml). infiziert. Nur nach Infektion mit dem vi-
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dungskontrolle verwendet. Abgebildet ist ein aus drei
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4.3.3 Die Serinprotease PrtA

4.3.3.1 a-MSH wird durch PrtA induziert

Die zellwandstandige Serin-Protease PrtA ist ein Oberflachenprotein der Pneumokok-
ken und wurde erstmals 2001 von Bethe und Kollegen beschrieben (Bethe, Nau et al.
2001). Sie gehort der Familie der Subtilisin-ahnlichen Proteasen (auch Subtilasen
genannt) an und ist mit Proteasen verwandt, die in Laktokokken, Laktobazillen und
Streptokokken mit Edopeptidase-Aktivitat beschrieben wurden (Siezen 1999). Diese
Proteasen konnen durch das Spalten von Wirtsproteinen zur Virulenz der Erreger
beitragen.

Im nachfolgenden Versuch wurde die Bedeutung dieses in seiner Funktion bisher recht
unbekannten = Pneumokokken-Virulenzfaktors  hinsichtlich der a-MSH-Induktion
untersucht. Hierfiir wurden BEAS-2B-Zellen mit dem Erreger R6x (10 cfu/ml), hitzein-
aktivierten R6x (108 cfu/ml) oder einer PrtA-defizienten Mutante, R6xAprtA (107 cfu/ml),
uber 24 Stunden infiziert. Interessanterweise zeigte sich, dass das Fehlen von PrtA ei-
ne a-MSH-Induktion verhinderte. Es kam nur nach der Infektion durch S. pneumoniae
R6x zur a-MSH-Induktion (Abb. 4.3.3.1 A).

Abb. 4.3.3.1: Die a-MSH-Induktion durch S. pneu-

259 moniae in humanen Bronchialepithelzellen ist PrtA-
abhangig

2.01 T BEAS-2B-Zellen wurden fir 24 Stunden mit

S. pneumoniae R6x, der PrtA-defizienten Mutante

?1'5- R6xAprtA oder hitze-inaktivierten R6x (Hitze) infiziert.

2 Die a-MSH-Induktion wurde im a-MSH-ELISA unter-

é 1.0 sucht. Der Graph zeigt eine Zusammenfassung von vier

° voneinander unabhangig durchgefihrten Versuchen. Im

0.54 Vergleich zum Leerwert signifikante (p < 0,05) Anstiege

der a-MSH-Konzentration wurden mit einem Stern ge-

0.0- - - kennzeichnet. Signifikante Reduktionen von a-MSH im

Réx Aprta Hitze Vergleich zum Erreger R6x wurden mit einem # ge-

kennzeichnet.
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4.3.3.2 PrtA induziert die Prohormon-Convertase 2

a-MSH ensteht durch die Spaltung von ACTH durch die Prohormon-Convertase 2
(PC2). Es sollte untersucht werden, ob es nach einer S. pneumoniae-Infektion in huma-
nen Bronchialepithelzellen zu einer Induktion der PC2 kommt. Die BEAS-2B-Zellen
wurden hierfar fur 4 Stunden mit S. pneumoniae infiziert. Im Western Blot wurden die
Proben mit PC2-spezifischen Antikorpern untersucht (Abb. 4.3.3.2 A).

In einem weiteren Versuch wurde neben S. pneumoniae R6x auch der PrtA-defiziente
Erreger R6xAprtA eingesetzt. Hier zeigte sich, dass der PrtA-defiziente Erreger keine
PC2-Induktion hervorrief. Die Induktion der PC2 durch S. pneumoniae scheint somit
von der Serinprotease PrtA abhangig zu sein (Abb. 4.3.3.2 B).

=== — Akt —— A VA
R6xX - R6X AprtA

Abb. 4.3.3.2 A-B: Die PC2-Induktion durch S. pneumoniae in humanen Bronchial-
epithelzellen ist PrtA-abhangig

BEAS-2B-Zellen wurden fir 4 Stunden mit S. pneumoniae R6x (107 cfu/ml) infiziert. Die PC2-
Aktivitdt wurde mittels Western Blot untersucht (A). Weiterhin wurde die Rolle der PrtA bei der
PC2-Induktion durch Pneumokokken untersucht. Hierfir wurden BEAS-2B-Zellen mit
S. pneumoniae R6x oder der PrtA-defizienten Mutante R6xAprtA infiziert (107 cfu/ml) (B). Die PC2-
Aktivitdt wurde mittels Western Blot untersucht. Akt wurde als Beladungskontrolle eingesetzt. Ab-

gebildet wurde ein aus drei unabhangigen Experimenten ausgewahlter reprasentativer Blot.

41



Ergebnisse

4.3.3.3 a-MSH wird durch PrtA PC2-unabhangig induziert

Die Bedeutung von PrtA und der PC2 fur die a-MSH-Induktion in humanen Bronchial-

epithelzellen sollte nun genauer untersucht werden. BEAS-2B-Zellen wurden daher fur

eine

Stunde mit verschiedenen Inhibitoren zellularer Serinproteasen — zu denen auch

die PC2 gehért — vorinkubiert und nachfolgend mit S. pneumoniae R6x (107 cfu/ml) infi-

ziert. Die a-MSH-Induktion wurde mittels a-MSH-ELISA untersucht. Eine Inaktivierung

zellularer Proteasen hatte keine signifikante Veranderung der a-MSH-Konzentration zur
Folge (Abb. 4.3.3.3 A).

a-MSH [ng/ml]

2.5+

1.5

1.0+

0.5+

0.0-
-  PMSF Aprot EDTA - PMSF Aprot EDTA

R6x (107 cfu/ml)

Abb. 4.3.3.3 A: S. pneumoniae induziert PC2-unabhangig a-MSH durch PrtA in humanen
Bronchialepithelzellen

Um die Beteiligung von PrtA bei der Pneumokokken-induzierten a-MSH-Expression weiter zu un-
tersuchen, wurden BEAS-2B-Zellen fir eine Stunde mit Inhibitoren von zellularen Serinproteasen
(z.B. PC2) vorinkubiert: Eingesetzt wurden PMSF (1 mM), Aprotinin (2 ug/ml) und EDTA (10 mM).
Danach erfolgte die Infektion der Zellen mit S. pneumoniae. Die a-MSH-Konzentration in den Me-
diumuberstanden wurde mittels ELISA bestimmt (A). Der Graph zeigt eine Zusammenfassung von
vier voneinander unabhangig durchgefiihrten Versuchen. Ein im Vergleich zum Leerwert signifikan-
ter (p < 0,05) Anstieg der a-MSH-Konzentration wurden mit einem Stern gekennzeichnet. Durch
die Inhibition der =zelluldren Proteasen kam es nicht zur signifikanten Reduktion des

S. pneumoniae-induzierten a-MSHs.
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Um die endogene PC2-Bildung zu hemmen, wurden zusatzlich Transfektionsversuche
mit PC2-siRNA durchgefuhrt. Hierfir wurden die BEAS-2B-Zellen Uber 72 Stunden mit
PC2-spezifischer siRNA oder non-silencing Kontroll-siRNA (C-siRNA) inkubiert. Um den
Erfolg der Methode zu Uberprufen wurden die Proben dann mit Western Blot Lysepuffer
lysiert und mit PC2-spezifischen Antikdrpern im Western Blot untersucht. Es zeigte sich,
dass die PC2-spezifische siRNA die Expression dieser Protease inhibieren konnte
(Abb. 4.3.3.3 B).

Die transfizierten Zellen wurden dann mit S. pneumoniae R6x oder R6xAprtA infiziert;
als Positivkontrolle wurde der PKC-Aktivator PMA (100 nM) eingesetzt (Sei, Toneff et
al. 2002). Die Mediumuberstande wurden nachfolgend im a-MSH-ELISA untersucht. Es
zeigte sich eine PC2-unabhangige a-MSH-Induktion. Sowohl in den mit PC2-siRNA-
behandelten Zellen als auch nach Einsatz von Kontroll-siRNA konnten nach der Infekti-
on mit S. pneumoniae R6x unverandert hohe a-MSH-Mengen nachgewiesen werden.
Die PrtA-defiziente Mutante induzierte erwartungsgemaf kein a-MSH. Nach Einsatz der
PC2-siRNA kam es zu einer deutlichen Reduktion des durch PMA-induziert