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Abkurzungsverzeichnis
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ATP:
(m)Ak:
bcl-2:
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IFN:
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Adenosindiphosphat
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cluster of differentiation

colony forming unit

counts per minute

Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
enzyme-linked immunosor bent assay
antigenbindendes Fragment eines Antikorpers
kristallisierbares Fragment eines Antikorpers
fetal calf serum

Glutathion
Hydroxyperoxyeicosatetraenolsidure
Interleukin

Interferon

Lipopolysaccharid

LPS-bindendes Protein

major histocompatibility complex
mononukledres Phagozytensystem
N-Acetylcystein
Nikotinamidadenindinukleotid
natiirliche Killerzellen
Plattchen-aktivierender Faktor
phosphate buffered saline

purified cell walls

Peptidoglykan
Phorbol-Myristat-Acetat



ROS: reaktive Oxygenspezies

TCR: T-cell receptor

TdT: terminal deoxynucleotidyl transferase
TGF: transforming growth factor

TNF: Tumornekrosefaktor

TUNEL: TdT mediated dUTP-X nick end labeling

nicht eingedeutschte englische Ausdriicke sind kursiv gesetzt



EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Infektionen durch Streptococcus pneumoniae

Sreptococcus pneumoniae, kurz Pneumokokken genannt, sind weltweit die haufigsten
Erreger bakterieller Meningitiden bei Erwachsenen und verursachen bis zu 80% der auflerhalb
des Krankenhauses erworbenen Pneumonien. Bei Kindern sind sie die hdufigsten Erreger von
Mittelohrentziindungen. Weitere hdufig durch Pneumokokken verursachte Erkrankungen sind
Sepsis, Sinusitis und das OPSI-Syndrom (Overwhelming Post Splenectomy Infections).
Besonders gefdhrlich sind Pneumokokkeninfektionen fiir immunsupprimierte Patienten; bei

HIV-Infizierten gehoren sie zu den bedeutendsten bakteriellen Erregern.

Nach Ubertragung der Bakterien durch eine Tropfcheninfektion von gesunden Triigern oder
Erkrankten kommt es zu einer Ansiedlung der Pneumokokken im Nasen-Rachen-Raum®. Bei
den meisten Menschen bilden sich innerhalb kurzer Zeit protektive Schleimhautantikdrper
vom Typ IgA gegen die Erreger aus, die eine himatogene Aussaat verhindern’*. Ist jedoch die
Abwehrlage der infizierten Person nicht stark genug, um die Virulenz der Bakterien zu
iiberwinden, kann es zu einer systemischen Invasion der Pneumokokken kommen. Als Folge
der Bakteriamie ist ein Ubertritt der Keime aus der Blutbahn in den Subarachnoidalraum, also
die Uberwindung der Blut-Liquor-Schranke, und die Absiedlung von Keimen an den
Hirnhduten moglich. Auch durch eine Fortleitung einer Infektion im Kopfbereich, z.B. Otitis
oder Sinusitis oder direkt durch eine Schddel-Hirn-Verletzung konnen Bakterien an die
Hirnhdute gelangen. Die Bekdmpfung der in den Subarachnoidalraum eingedrungenen
Bakterien ist durch den Zustand der lokalen Immunschwiche®™ erschwert. Dieser ist bedingt
durch die niedrige Komplement- und Immunglobulinkonzentration und die geringe
Leukozytenzahl im Vergleich zum Blut”.

Klinisch manifestiert sich eine Meningitis durch Fieber, Kopfschmerzen, Nackensteifigkeit
(Meningismus), BewuBtseinseintriibung, Ubelkeit und Erbrechen. Die Blutbildverinderungen
bestehen wie bei den meisten bakteriellen Infekten aus einer Leukozytose mit Erh6hung der
Anzahl der Neutrophilen Granulozyten im Vordergrund. Durch die Stérung der Blut-Hirn-
Schranke kénnen auch zunehmend Leukozyten und Eiweille in den Liquorraum gelangen, so

daB bei einer Lumbalpunktion neben dem Nachweis von Bakterien eine erhohte Zellzahl und
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einen erhohten Liquorproteingehalt gefunden wird. Der Liquor/Serum-Quotient fiir Albumin

ist erhoht, der Liquorglukosespiegel dahingegen vermindert.

Pneumokokkenmeningitiden verlaufen trotz addquater antibiotischer Therapie in bis zu 30%
der Fille letal, dauerhafte neurologische Folgeschiden werden bei etwa 15-30% der

Uberlebenden beobachtet®” "* 8.

Die Pneumokokkenpneumonien verlaufen iiberwiegend als Lobdrpneumonien, es kommen
jedoch auch Bronchopneumonien vor. Die Bakterien vermehren sich vornehmlich in den
Alveolen. Patienten mit gestortem mukoziliaren Transport (z.B. bei chronisch obstruktiven
Lungenerkrankungen) oder vorbestehendem Lungenddem (z.B. bei Herzinsuffizienz) sind
besonders gefdhrdet. Die Pneumokokken rufen im Bereich der Alveolenwand eine serdse
Exsudation hervor und schéddigen die Alveolarepithelien, wodurch die Surfactantproduktion
beeintrachtigt wird. Die Auskleidung der Alveolen sowie der Verschlu3 der Alvelarporen sind
unzureichend, so dafl sich das Exsudat rasch transalveoldr auf einen oder mehrere
Lungenlappen ausbreiten kann. Ohne addquate Therapie verlduft die Entziindungsreaktion in
folgenden Stadien: Anschoppungsphase (serose Entziindung), rote Hepatisation
(hdmorrhagische Entziindung), graue Hepatisation (fibrindse Entziindung), gelbe Hepatisation
(eitrige  Entziindung) und das Stadium der Lyse. Klinisch beginnt die
Pneumokokkenpneumonie plotzlich mit hohem Fieber und Schiittelfrost. Das entziindliche
Odem bewirkt eine perkutorische Didmpfung sowie ein auskultatorisches Knisterrasseln. Das

Sputum ist rostbraun und enthlt Erreger’”.

In Deutschland gilt Penicillin G noch immer als Mittel der Wahl zur Therapie von
Pneumokokkeninfekten, obwohl seit Ende der 60er Jahre zunehmend penicillinresistente und
zum Teil auch multiresistente Stimme auftreten. Allerdings betrdgt die Resistenzrate in
Deutschland bislang noch zwischen 1% und 7%.7% ™. Weitere Mittel der Wahl sind
Ampicillin  und Cephalosporine der dritten Generation, bei Vorliegen einer
Pneumokokkenmeningitis werden diese [-Laktamantibiotika in Kombination mit
Aminoglykosiden zur Erreichung synergistischer Effekte eingesetzt. In anderen européischen
Lindern (z.B. Spanien® und Ungarn) sind Resistenzraten von bis zu 50% beschrieben, was
erhebliche therapeutische Probleme bereitet und wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren ist,

daB3 Penicilline dort frei kduflich zu erwerben waren.
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1.2 Die Entziindungsreaktion

Um ein Eindringen von Krankheitserregern zu verhindern, verfiigt der menschliche Kdérper
iiber zahlreiche unspezifische und spezifische Abwehrmechanismen. Dazu gehdéren Haut und
Schleimhéute, die nicht nur eine mechanische Barriere bilden, sondern auch IgA und
Leukozyten enthalten, die bakterielle Normalflora, Schleim und Magensiure, die die
Erregervermehrung behindern, sowie Lysozym, ein Enzym, das das Peptidoglykan der
bakteriellen Zellwand aufspalten kann und somit unspezifisch Erreger inaktiviert. Gelingt es
Bakterien, Pilzen oder Viren dennoch, z.B. bei geschwichter Abwehrlage des Kdorpers oder
durch starke Virulenz des Erregers, diese Faktoren zu iiberwinden, in den Korper
einzudringen und sich dort zu vermehren, kommt es zur Freisetzung von
Stoffwechselprodukten des Erregers und zu lokaler Gewebszerstérung.

Das Immunsystem reagiert darauf zundchst mit einer unspezifischen akuten Entziindung,
welche durch Freisetzung korpereigener Mediatoren aus Zellen des Abwehrsystems ausgelost
wird.

Durch diese kommt es zu Vasodilatation und damit zu erhohter Blutzufuhr in das betreffende
Gebiet. Die gesteigerte Kapillarpermeabilitdt durch Retraktion der Endothelzellen fiihrt zur
Exsudation von Plasmabestandteilen. Chemotaktisch angelockte Leukozyten, vor allem
Neutrophile Granulozyten, treten nach Adhésion an die Endothelzellen aus den Kapillaren in
das umliegende Gewebe iiber. Diese erste Phase einer akuten Entziindungsreaktion, in der die
Erhohung der Zahl der Neutrophilen Granulozyten im Vordergrund steht, wird auch als
,Kampfphase“ bezeichnet. In der darauf folgenden ,Uberwindungsphase* ist die
Monozytenzahl stark erhoht, schlieflich folgt die ,,Heilungsphase®, in der vor allem die Zahl
der Lymphozyten und eosinophilen Granulozyten stark zunimmt. Deshalb wird diese Phase

auch als ,,Morgenrote der Heilung* bezeichnet.

1.3 Zellulare Komponenten des Immunsystems: Leukozyten

1.3.1 Neutrophile Granulozyten

Die Population der im peripheren Blut zirkulierenden Leukozyten besteht zu 60-70% aus

Granulozyten, davon wiederum sind etwa 95% Neutrophile Granulozyten. Aufgrund ihres
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gelappten Zellkerns werden Granulozyten auch als Polymorphkernige bezeichnet. Sie werden
im Knochenmark mit einer Rate von 80 Millionen pro Minute produziert und sind mit einer
Lebensspanne von 2-3 Tagen recht kurzlebig.

Die Neutrophilen Granulozyten spielen eine zentrale Rolle bei akuten Entziindungsprozessen.
An den Ort der Entziindung gelangen sie durch chemotaktische Reize, die aus einem
Entziindungsgebiet freigesetzt werden. Potente chemotaktische Faktoren fiir Neutrophile
Granulozyten sind aktivierte Komplementkomponenten (C3a, C4a, C5a), Leukotriene, der
Plattchenaktivierende Faktor (PAF), das bakterielle Tripeptid FMLP sowie einige Zytokine,
z.B. IL-8. Die endogenen Pyrogene IL-1 und TNF-a mobilisieren Neutrophile Granulozyten
aus dem Knochenmark.

Auf diese Weise in das Entziindungsgebiet gelockt, haften sich die Neutrophilen Granulozyten
mit ihren Adhédsionsmolekiilen (CD11, CD18, LAM-1) an die Endothelzellen (ICAM-1,
ELAM)*" * an, um sie dann zu durchwandern (Diapedese). Nach Einwanderung in das
betroffene Gewebe werden sie funktionell aktiviert, um die eingedrungenen Erreger
abzuwehren. Dies geschieht durch spezifische und unspezifische Aufnahme der Bakterien
durch die auch als Mikrophagen bezeichneten Neutrophilen Granulozyten und durch
Freisetzung toxischer Metabolite durch Degranulation’.

Voraussetzung fiir die Phagozytose ist die Adhédrenz des Erregers an die Oberfliche des
Phagozyten, die durch vorherige Opsonisierung, d.h. Anlagerung von Antikdrpern oder
Komplementfaktoren, beglinstigt wird. Zu diesem Zweck tragen Neutrophile C3-Rezeptoren
an ihrer Oberfliche””. Derjenige Teil der Plasmamembran, an den diese Anlagerung
stattgefunden hat, wird nach innen eingestiilpt und von Pseudopodien umflossen, so daf3 der
Erreger intrazelluldr von einer Membran umgeben bleibt (Phagosom). Die enzymbhaltigen
Lysosomen der Phagozyten verschmelzen mit diesen Phagosomen zu Phagolysosomen, so daf3
die Enzyme mit den Erregern in unmittelbaren Kontakt kommen. Nach initialem pH-Anstieg
in den Lysosomen kommt es zum pH-Abfall, so da3 viele verschiedene Enzyme bei ihrem
pH-Optimum aktiv werden konnen. Zum Teil wird der Inhalt der Granula auch exozytotisch
in die Umgebung der Zelle freigesetzt (Proze3 der Degranulation).

Neben diesen sauerstoffunabhdngigen Mechanismen kommen nach der Phagozytose auch
sauerstoffabhidngige Mechanismen zum Zuge, die durch Aktivierung der membranstidndigen
NADPH-Oxidase eingeleitet werden, die Sauerstoff zu Superoxidanionen umsetzt. Diese
Superoxidanionen dienen als Ausgangssubstanz fiir weitere reaktive Sauerstoffmetabolite, so

konnen mit Hilfe der Superoxiddismutase Wasserstoffperoxid, Hydroxylradikale und
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Singulett-Sauerstoff entstehen, die alle eine mikrobizide Wirkung entfalten. Die
iiberschieBende Produktion dieser reaktiven Sauerstoffmetabolite (ROS) wird auch als
oxidative burst bezeichnet. Zusitzlich kommt es unter Beteiligung des Enzyms
Myeloperoxidase und Wasserstoffperoxid zur Halogenierung mikrobieller Proteine mit meist
letaler Folge. Reaktive Stickstoffmetabolite sind ebenfalls an der intrazelluliren
Keimabtdtung beteiligt™ .

So werden sowohl phagozytierte intrazelluldre als auch extrazellulire Erreger angegriffen,

jedoch kommt es dabei auch zur weiteren Gewebsschiadigung™ *" 1%,

Durch die Freisetzung proinflammatorischer Substanzen (PAF, Arachidonsdurederivate)
tragen die Neutrophilen Granulozyten zur Aufrechterhaltung der Entziindungsreaktion bei.
Nach Phagozytose und Abtotung der Erreger gehen die Granulozyten rasch zugrunde. Die
dabei freiwerdenden eigenen Zerfallsprodukte und Bestandteile unvollstdndig inaktivierter
Mikroorganismen unterhalten ebenfalls das Entziindungsgeschehen. Die Beseitigung
abgestorbener Granulozyten erfolgt durch nachstrémende Makrophagen.

Zur Terminierung der Entziindungsreaktion fiihrt die Induktion des programmierten Zelltodes,
der Apoptose, bei den Neutrophilen Granulozyten®’. Die Einleitung und der Verlauf der
Apoptose wird durch die am Entziindungsort vorliegende Zytokinverteilung beeinflusst® *2.
Im Verlauf der Apoptose bleiben die Zellmembranen intakt, zelluldre Zerfallsprodukte werden
nicht in das Gewebe freigesetzt (s. Kap. 1.6). Die apoptotischen Korperchen werden von
Makrophagen erkannt und phagozytiert, ohne daBl sie inflammatorisch wirksam

Werden13, 31, 32, 60, 81.

1.3.2 Eosinophile Granulozyten

Bei gesunden Nichtallergikern stellen die Eosinophilen 2-5% der Leukozyten im Blut. Ihre
Zahl ist vermehrt bei allergischen Reaktionen und parasitdren Infektionen. Eosinophile sind
ebenfalls zur Phagozytose befdhigt, jedoch ist diese Aktivitit geringer ausgeprigt als bei
Neutrophilen und Monozyten. Thre primdre Effektorfunktion scheint vielmehr gegen
extrazellulire Ziele wie Helminthen und andere Parasiten gerichtet zu sein, die nicht

phagozytiert werden konnen. Die durch Degranulation freiwerdenden lysosmalen Enzyme und
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Peroxidasen haben neben der toxischen Wirkung auf die Parasiten zum Teil

entziindungsfordernde Wirkung®.

1.3.3 Basophile Granulozyten und Mastzellen

Basophile Granulozyten stellen weniger als 0,2% der Leukozyten im zirkulierenden Blut dar.
Wie die gewebsstindigen Mastzellen tragen sie hochaffine IgE-Rezeptoren an ihren
Oberfldchen. Sie enthalten reichlich zytoplasmatische Granula mit biologisch hochaktiven
Mediatoren. Beide Zelltypen entstammen einer gemeinsamen myelopoetischen Vorlduferzelle.
Die Bindung von IgE-Antikérpern an den IgE-Rezeptor fiihrt zu einer raschen
Mediatorfreisetzung, indem die Granula mit der Zelloberflache fusionieren und somit zu einer
allergischen Sofortreaktion. Zu den freigesetzten praformierten Mediatoren zdhlen Histamin,
Serotonin, Heparin und chemotaktischer Faktor flir Eosinophile. Zusitzlich werden
Mediatoren frei, die erst nach Stimulation de novo synthetisiert werden. Hierzu gehoéren vor
allem Produkte aus der Arachidonsdurekaskade wie Prostaglandine, Leukotriene und der

thrombozytenaktivierende Faktor PAF*> 7.

1.3.4 Monozyten

Monozyten stellen den im Blut zirkulierenden Anteil des Mononukledren Phagozytierenden
Systems (MPS) dar. Sie verbleiben fiir etwa 20-30h im Blut bevor sie in das Gewebe
auswandern. Thre Reaktionsféhigkeit auf chemotaktische Reize ist geringer ausgeprigt als die
der Neutrophilen Granulozyten. Moglicherweise erkldrt sich hieraus ihr verzogertes
Einwandern in einen Entziindungsherd. Monozyten sind ebenfalls Phagozyten und weisen
viele intrazytoplasmatische Lysosomen auf, die Sdurehydrolasen und Peroxidase zur Abtotung
intrazelluldrer Mikroorganismen enthalten. Damit sind auch sie wie die Neutrophilen
Granulozyten zur Produktion reaktiver Sauerstoffspezies, also zum oxidative burst, befahigt.
AuBerdem sezernieren sie zahlreiche biologisch aktive Mediatoren und konnen zytotoxische

Aktivitit entfalten®.
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1.3.5 Makrophagen

Den anderen Teil des MPS bilden in verschiedene Gewebe ausgewanderte Monozyten, die
sich dort zu Makrophagen mit einer Lebenszeit von einigen Monaten umwandeln. Dabei
werden sie durch das jeweilige Gewebe zusitzlich zu den Fahigkeiten der Monozyten zu
speziellen Funktionen geprigt, so z.B. die Alveolarmakrophagen der Lunge, die Kupfferschen
Sternzellen der Leber, die sessilen Makrophagen der Milz, Mikroglia des Gehirns,
Osteoklasten des Knochens, die Peritonealmakrophagen sowie Bindegewebsmakrophagen
(Histiozyten).

Eine ihrer Hauptfunktion ist die Phagozytose von eingedrungenen Erregern, Fremdkorpern
und die Beseitigung zugrundegangener Zellen. Gemeinsam mit den Neutrophilen
Granulozyten werden sie unter dem Begriff ,,professionelle* Phagozyten zusammengefasst.
Bei Entziindungsreaktionen werden sie zu gesteigertem Metabolismus, Sekretion von
Mediatoren, erhohter Phagozytosefdhigkeit und ausgeprigter Adhédrenz stimuliert. Durch
Interferon y, das von T-Lymphozyten produziert wird, werden Makrophagen in einen
rezeptiven Zustand versetzt (,,Priming®), und so flir ein zweites, auslosendes Signal wie
Endotoxin oder Zytokine empfanglicher gemacht (,,Trigger). Weitere Makrophagen-
aktivierende Faktoren sind der Granulozyten/Makrophagen Kolonie-stimulierende Faktor
(GM-CSF), Makrophagen Kolonie-stimulierende Faktor (M-CSF), IL-2 und TNF-a.

Zu den proinflammatorischen  Sekretionsprodukten der  Makrophagen  zdhlen
Arachidonsédurederivate, reaktive Sauerstoffmetabolite, die Komplementkomponenten C3 und
C5, IL-1, TNF-a, sowie lysosomale Enzyme, beispielsweise Kollagenase und Elastase, deren
Freisetzung ursichlich an der Schidigung des Gewebes beteiligt ist**.

Makrophagen fordern nicht nur die Erhaltung des Entziindungsgeschehens, sondern
sezernieren auch entziindungsddmpfende Produkte, zu denen die Enzyminhibitoren a»-
Makroglobulin und o;-Antiprotease zdhlen, weiterhin zihlt die Phagozytose apoptotischer
Uberreste Neutrophiler Granulozyten zu ihren Aufgaben. Damit kénnen Makrophagen auch
zur Beendigung einer Entziindungsreaktion beitragen'*®'.

AuBlerdem fungieren sie als antigenpriasentierende Zellen (APC) und schaffen die
Voraussetzung fiir eine spezifische Immunantwort, indem sie Bestandteile phagozytierter

Zellen an ihre Oberflache transportieren und sie T-Lymphozyten prasentieren.
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1.3.6 T-Lymphozyten

Bei der zellvermittelten Immunantwort spielen T-Lymphozyten eine zentrale Rolle. Sie sind

iiber das Vorhandensein des T-Zell-Rezeptors (TCR) und des damit assoziierten

Polypeptidkomplexes CD3 definiert. Von den zwei Typen des Rezeptors TCR-1 und 2 ist der

TCR-2 der haufigere, er wird von 95% der T-Zellen im Blut exprimiert.

Man unterscheidet unter den TCR-2 positiven Zellen CD4 positive T-Helferzellen und CDS8

positive zytotoxische T-Zellen:

e CD4 positive T-Zellen erkennen  Antigene in  Verbindung mit dem
Haupthistokompatibilititskomplex (MHC) der Klasse II, der auf antigenpridsentierenden
Zellen und B-Lymphozyten vorhanden ist; sie sind dadurch an der Steuerung und
Verstarkung der Immunantwort beteiligt.

* CD8 positive T-Zellen erkennen Antigene in Verbindung mit MHC Klasse I Molekiilen,
die auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert werden und haben als Effektorzellen die
Funktion, Zellen in allen Geweben zu zerstoren, die mit intrazelluliren Parasiten oder
Viren infiziert sind.

TCR-1 positive Zellen, die nur 5% der zirkulierenden T-Zellen ausmachen, kénnen CDS8

positiv oder CD4 und CDS8 negativ sein. Sie sind in Oberflichenepithelien der Haut und

Schleimhaut beheimatet und werden intraepitheliale Lymphozyten (IEL) genannt™ .

1.3.7 B-Lymphozyten

Funktion der B-Lymphozyten ist die Bildung von Antikérpern, die entweder sezerniert oder in
die eigene Zelloberfliche eingebaut werden, um dort als spezifische Antigenrezeptoren zu
fungieren. Im peripheren Blut zirkulierende B-Lymphozyten exprimieren hauptsichlich
Immunglobuline der Klassen IgM und IgD mit derselben Spezifitit. Nach Aktivierung
differenzieren sich in den sekundéren lymphatischen Organen und Geweben B-Lymphozyten
zu Plasmazellen. Nur ausnahmsweise treten sie im Blutkreislauf auf. Thr Zytoplasma enthilt
reichlich endoplasmatisches Retikulum fiir die Bildung der Immunglobuline. Die sezernierten
Antikrper werden zu den humoralen Komponenten des Immunsystems gezihlt” und in dem

folgenden Kapitel beschrieben.
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1.4 Humorale Komponenten des Immunsystems

1.4.1 Das Komplementsystem

Unter diesem Begriff werden 21 Plasmaproteine zusammengefasst, die nach Aktivierung
durch Antigen-Antikdrperkomplexe (klassischer Weg) oder nach antikdrperunabhingiger
Aktivierung durch Mikroorganismen und Substanzen wie LPS (alternativer Weg)
kaskadenartig miteinander reagieren und zur Lyse von Bakterienzellen fiihren.

Die Aktivierung hat eine Verstirkung der Entziindungsreaktion zur Folge, denn die
Komplementkomponenten C3a, C4a und C5a haben zugleich chemotaktische Wirkung und
stimulieren Leukozyten als Anaphylatoxine. Die Faktoren C3b und C4b dienen als Opsonine,
die bei Anlagerung an eine Oberfliche Phagozyten aktivieren und die Erkennung und den
Abbau von Fremdmaterial erleichtern, auBlerdem stimulieren sie die Bildung reaktiver

Sauerstoffmetabolite.

1.4.2 Akute-Phase-Proteine

Wihrend einer Entziindung steigt die Konzentration bestimmter Proteine im Serum, die unter
dem Begriff Akute-Phase-Proteine zusammengefasst werden, an. Zu diesen zéhlen das
0,-Coeruloplasmin, die C3-Komponente des Komplementsystems, das o;-Glykoprotein,
O ;-Antitrypsin, 0,-Haptoglobin, Fibrinogen, a,-Makroglobulin, C,-Esteraseinhibitor sowie
das C-reaktive Protein. Das zuletzt genannte ist besonders geeignet fiir die Diagnostik akuter
Infektionen, da es bei einer Entziindung oder Gewebsschidigung schneller und deutlicher als
die anderen Proteine dieser Gruppe ansteigt und wieder abfdllt. Deshalb wird es als
diagnostischer Verlaufsparameter bei entziindlichen Erkrankungen bestimmt®® *. Das
C-reaktive Protein wirkt als Opsonin und aktiviert die Komplementkaskade. Das
Lipoproteinbindende Protein (LBP) kann ebenfalls zu den Akute-Phase-Proteinen gezéhlt
werden®’, es vermittelt die Bindung von bakteriellem LPS an den CD14-Oberflichenrezeptor

von Monozyten und Granulozyten.
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1.4.3 Antikorper

B-Lymphozyten werden durch antigenprasentierende Zellen zur Bildung spezifischer
Immunglobuline (Ig) angeregt. Die Antikdrper eines jeden B-Zellklons sind spezifisch fiir ein
bestimmtes Antigen. Bei dem ersten Kontakt mit diesem Antigen wird die entsprechende B-
Zellpopulation aktiviert und zu Plasmazellen differenziert, die Antikorper (Ak) sezernieren,
und zu Gedachtniszellen mit sehr langer Lebensdauer, die bei einer sekunddren Immunantwort
zu einer beschleunigten Antikorperproduktion fiihren.

Die sezernierten Antikorper —bei Primdrantwort auf ein Antigen vor allem IgM, bei
Sekundirantwort zum gréfiten Teil IgG— binden mit einem variablen Teil (Fab) spezifisch an
das Antigen und mit einem konstanten (Fc) an Leukozyten mit entsprechenden Rezeptoren.
Die Anlagerung von Antikdrpern oder auch Komplementkomponenten an ein Antigen wird
als Opsonisierung bezeichnet und erleichtert deren Erkennung durch die Zellen des
Immunsystems. Die Fc-Fragmente der Antikorper sind in der Lage, iiber ihren
Kohlenhydratanteil die Komplementkaskade zu aktivieren.

Weitere Antikorper sind Immunglobuline der Klasse IgA. Diese Antikorperklasse wird im
Serum, auf Schleimhduten und in Sekreten (z.B. Speichel, Tridnen, Intestinalsekreten)
gefunden und bildet dort eine Infektionsbarriere. Das sezernierte IgA enthélt zusdtzlich eine
durch Epithelzellen gebildete Proteinkette, die den Transport an die Schleimhautoberfliche

erleichtert und Schutz gegen Proteasen verleiht’”.

1.4.4 Zytokine

Unter Zytokinen werden Interleukine, Kolonie-stimulierende Faktoren, Interferone und andere
Faktoren zusammengefasst, die iiberwiegend von Leukozyten freigesetzt werden.

Zytokine sind Mediatoren, die die Immunantwort steuern, indem sie pro- oder
antiinflammatorische Wirkung entfalten. In dieser Funktion wirken sie auch auf das
Wachstum und die Differenzierung von Leukozyten.

Es sind verschiedene Kolonie-stimulierende Faktoren (CSF) bekannt, die spezifisch das
Wachstum bestimmter Zellpopulationen fordern, wie der Makrophagen Kolonie-stimulierende
Faktor (M-CSF) und der Granulozyten Kolonie-stimulierende Faktor (G-CSF), oder die ihre

Wirkung auf mehrere Zellarten entfalten wie der Granulozyten/Makrophagen Kolonie-

10
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stimulierende Faktor (GM-CSF) und Multi-CSF oder IL-3, das sowohl auf pluripotente als
auch auf determinierte hidmatopoetische Zellen proliferationsférdernd wirkt. Fiir ausgereifte
Zellen stellen diese koloniestimulierenden Faktoren ein aktivierendes Signal dar. Sie fordern
die Phagozytoseaktivitit und die Freisetzung von Sauerstoffradikalen durch Makrophagen und
Neutrophile Granulozyten.

Der GM-CSF induziert zusdtzlich die Adhédrenz, hemmt die Migration, steigert die
Zytotoxizitdt, fordert die Prostaglandin- und Leukotrienproduktion sowie die Sekretion

.23 41 "Die Phagozyten erfahren durch

weiterer Zytokine und verzogert die Apoptose
Stimulation des gesamten Metabolismus und der selektiven Genexpression ein ,,Priming®, das
sie fir weitere aktivierende Signale empfanglicher macht.

Die meisten Interleukine (IL), von denen bisher 18 verschiedene beschrieben sind, haben vor
allem eine proinflammatorische Funktion bei einer Immunantwort, es sind jedoch auch
antiinflammatorisch wirkende Interleukine, wie 1L-4, IL-10, IL-12, IL-13, TGF-f3 und IL-1ra
(Rezeptor-Antagonist) beschrieben® 2% °* % Im Gegensatz zu der Meinung anderer Autoren

108
1.

hat gemiB Xing et al. ™ IL-6 ebenfalls antiinflammatorische Wirkung.

Eine zentrale Rolle bei der Initiierung einer Entziindungsreaktion spielen IL-1 und TNF-a®*
aus Makrophagen. IL-1 wirkt proliferationsféordernd auf T-Lymphozyten und fordert die
Adhision Neutrophiler Granulozyten an das GefiBendothel®®. IL-2 aus aktivierten T-
Lymphozyten stimuliert sowohl T-Zellen, als auch natiirliche Killerzellen, B-Lymphozyten
und Makrophagen.

AuBer IL-1 sind IL-6 und IL-8 potente Stimulatoren Neutrophiler Granulozyten®®. IL-1 wirkt
neben TNF-a als endogenes Pyrogen und ruft {iber die Freisetzung von Prostaglandinen im
hypothalamischen Thermoregulationszentrum Fieber hervor®.

Antagonistisch zu IL-1 und IL-2 wirkt Transforming Growth Factor-B (TGF-f3), um eine
iiberschieBende Proliferation von T-Zellen zu verhindern und die Entziindungsreaktion

) . 22,25
einzuddmmen~ .

Die Freisetzung des Entziindungsmediators TNF-o wird durch IL-2, LPS® und
Peptidoglykan® bewirkt. Er steigert die Phagozytose, die antikdrperabhingige Zytotoxizitit
und die Adhirenz Neutrophiler Granulozyten an Endothelzellen. Zudem ist TNF-a an der

Abtotung von Tumorzellen beteiligt und hat eine katabole Wirkung auf den menschlichen

11
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Stoffwechsel, weshalb er auch als Cachectin bezeichnet wird. TNF-a und das genetisch

verwandte Zytokin Lymphotoxin induzieren die Apoptose®> .

PAF ist ein Entziindungsmediator, der von Makrophagen, Neutrophilen Granulozyten,
Thrombozyten und Endothelzellen produziert wird und wie das Peptidoglykan in der
Pneumokokkenzellwand eine Phosphorylcholinkomponente besitzt, die fiir die biologischen

Wirkungen verantwortlich gemacht wird®’.

Die Interferone (IFN) werden in zwei Gruppen unterteilt: IFN-o und IFN-f3 sind Typ I-
Interferone mit primédr antiviraler Wirkung, und IFN-y als Typ Il-Interferon mit
immunmodulatorischer Funktion, der bei Monozyten und Makrophagen als ,,Priming“-Signal
wirkt und die Phagotytose, Bakterizidie und Antigenprisentation steigert.

Andere Zytokine mit Wirkung auf Makrophagen sind der Makrophagen-aktivierende Faktor
(MAF), der die Zytotoxizitit erhoht, der Migratons-Inhibitions-Faktor (MIF), der die

Beweglichkeit der Zellen einschrinktund den Metabolismus steigert’.

Die meisten Zytokine sind nur parakrin und autokrin wirksam, d.h. sie entfalten ihre Wirkung
auf benachbarte Zellen und auf die sezernierenden Zellen selbst, jedoch sind fiir IL-1, IL-6

und TNF-a auch endokrine, also systemische Wirkungen bekannt.

Die Wirkungen der Zytokine werden durch membranstindige Rezeptoren der Zielzellen
vermittelt, die entweder konstitutiv vorhanden sind oder durch Stimulation induziert werden.
Nach spezifischer Besetzung eines Rezeptors werden Enzymsysteme entweder direkt oder
iiber intrazellulare second messenger (z.B. cAMP) aktiviert, die beispielsweise zur

Transkription bestimmter Gene flihren.

12
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1.5 Bakterien und ihre Toxine als Ausldser der Entziindung

1.5.1 Aufbau der Bakterienzellwand

Die Grundstruktur der bakteriellen Zellwand bildet ein Peptidoglykangeriist, auch Murein

genannt. Das Heteropolysaccharid Peptidoglykan besteht aus N-Acetylglucosamin und N-

Acetylmuraminsdure, die alternierend tiiber [3-1,4-glykosidische Bindungen zu langen,

unverzweigten Ketten verkniipft sind. Quervernetzungen unter den einzelnen Ketten erfolgen

iiber Tetrapeptide, die an die Lactylgruppe der N-Acetylmuraminsdure angehédngt sind.

Abh. 1.1a: grampositive Aellwand
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Abbildung 1.1:

Wandaufbau grampositiver und gramnegativer Bakterien
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1.5.2 Grampositive Bakterien

Bei grampositiven Bakterien sind bis zu 40 Mureinschichten iibereinandergelagert, die eine 20
bis 80 nm dicke Schicht bilden und bis zu 70% des Zellwandtrockengewichtes ausmachen.
Diese Zellwand lagert sich der Zytoplasmamembran von auflen an. Viele grampositive
Bakterien enthalten in ihrer Zellwand zusitzlich Teichonsduren und Lipoteichonsduren, die
kovalent iiber Amidbriicken an das Murein gebunden sind. Aulerdem kommen kovalent an
Murein gebundene Proteine oder Polysaccharide vor, die zur Einteilung von Bakterien in
Gruppen und Typen verwendet werden (Lancefield-Typisierungsschema fiir Streptokokken).
Ob die Zellwénde bzw. das Peptidoglykan als Pathogenitétsfaktor bei grampositiven Bakterien
eine dhnlich groBe Bedeutung hat wie das LPS bei gramnegativen Bakterien, ist nicht

endgiiltig geklart (s. Diskussion).

1.5.3 Streptococcus pneumoniae (Pneumokokken)

Pneumokokken sind grampositive lanzettformige Diplokokken, die beim Wachstum auf
Blutagar einen Vergriinungshof durch a-Hédmolyse aufweisen. Pathogene Pneumokokken sind
von einer Polysaccharidkapsel umgeben. Als weitere Virulenzfaktoren sind bislang das
Zytotoxin Pneumolysin’’, die IgA-1-Protease, zwei Neuraminidasen und die Hyaluronidase,
sowie einige weitere Oberflichenproteine wie das SpsA und das PspA®” % 7 beschrieben
worden. In der Zellwand ist das C-Polysaccharid lokalisiert, an welches das im Verlauf einer
Infektion gebildete Akute-Phase-Serum-Protein CRP (C-reaktives Protein, s.Kap. 1.4.2)
bindet®®.

14
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1.5.4 Gramnegative Bakterien

Die Mureinschicht gramnegativer Bakterien ist ein- oder zweischichtig, etwa 3 nm dick und
macht damit weniger als 10% der Zellwandtrockenmasse aus. Sie liegt nicht unmittelbar der
Zytoplasmamembran an, sondern ist von dieser durch den enzymhaltigen periplasmatischen
Raum getrennt. Zusétzlich verfiigen gramnegative Bakterien iiber eine duBlere Membran, die
dhnlich wie die Zytoplasmamembran gebaut und kovalent {iber Lipoproteine an das Murein
gebunden ist. Nach auflen hin ragen aus dieser Membran Lipopolysaccharide (LPS) heraus,
die tiber das Lipid A in ihr verankert sind. Der Polysaccharidanteil des LPS hat eine
Kernregion, an die sich O-spezifische Seitenketten anlagern. Sie stellen die Determinanten der
Oberflachen-(O)-Antigene dar und konnen spezies- oder serovarspezifisch sein (Einteilung
der Salmonellen nach dem Kaufmann-White-Schema). LPS ist der gemeinsame
Pathogenitétsfaktor aller gramnegativer Bakterien, wobei das Lipid A fiir dessen toxische
Eigenschaften verantwortlich ist. Da es erst bei Lyse eines Bakteriums frei wird, wird es als
Endotoxin bezeichnet. Es wirkt als exogenes Pyrogen.

Die zelluldren Effekte des LPS werden durch den Leukozytenoberfldchenrezeptor CD14
vermittelt, der vor allem auf Monozyten und Neutrophilen Granulozyten exprimiert wird?.
Das LPS bindet an CD14 unter Vermittlung des Akute-Phase-Proteins LBP (LPS-bindendes

. 19,53, 67, 82,97
Protein) >~ """~ 77,

1.5.5 Escherichia coli

E. coli ist ein gramnegatives, fakultativ anaerobes Stibchen, das zur Normalflora des
menschlichen Darmes gehort. Als fakultativ pathogene Keime sind bestimmte E. coli -
Stimme Erreger einer Reihe intestinaler und extraintestinaler Infektionen. Neben dem
Endotoxin LPS zéhlen zu den Pathogenitétsfaktoren einiger Stimme Fimbrien, Himolysine

und diverse Enterotoxine.
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1.6 Apoptose

Im Zuge des Wachstums und der Differenzierung eines Organismus, aber auch bei der
physiologischen Zellmauserung in Geweben, besteht neben der Proliferation von Zellen auch
die Notwendigkeit zum Zugrundegehen von solchen Zellen, die ihre Funktionalitdt verloren
haben oder durch reifere Zellen ersetzt werden. Dieses programmierte Zugrundegehen ist fiir
jede Zelle genetisch festgelegt, kann aber auch durch bestimmte Faktoren beschleunigt bzw.
verzogert werden. Der Begriff Apoptose (griech.: herunterfallen) soll die Ahnlichkeit dieses
programmierten Zelltodes zu dem Herunterfallen der Blétter eines Baumes verdeutlichen, weil
nur vereinzelte Zellen eines Gewebsverbandes zugrundegehen.

Bei neoplastischen Tumoren wirkt die Aktivierung der Apoptose in den entarteten Zellen
einem Wachstum entgegen. Hierbei spielt das p53 Tumorsuppressorgen’’ eine entscheidende
Rolle. Das Produkt des bcl-2 Gens ist in der Lage, die Apoptose zu verhindern® *°, so daB

beim Fehlen dieses Proteins ein Wachstum von entarteten Zellen begiinstigt ist.

Die Apoptose ist ein aktiver, energieverbrauchender ProzeB, an dem zelleigene Enzyme
beteiligt sind. Nach anfanglicher Zellschrumpfung kommt es zu marginaler
Chromatinkondensation und Fragmentation der Zelle, dabei enthalten die einzelnen
Fragmente Organellen und Chromatin und sind von einer Membran umgeben. Aus diesem
Grund werden keine Zellinhalte freigesetzt und eine Entziindungsreaktion bleibt aus. Die
durch Endonucleasen’ in regelmiBig groBe Bruchstiicke geschnittene DNA erzeugt in der
Gelelektrophorese die typische ,,Leiterstruktur®.

Im Gegensatz zu dieser physiologischen Form des Zelltodes steht die Nekrose, der eine
pathologische Ursache zugrundeliegt, bei der meist ein zusammenhédngender Gewebsverband
zugrundegeht. Es handelt sich um einen passiven Vorgang, bei der die Zelle ihren
Stoffwechsel und transmembrandren lonengradienten nicht mehr aufrechterhalten kann,
deshalb fiihrt der friithe Verlust der Integritit der Zellmembran zur Freisetzung des

Zellinhaltes und 16st auf diesem Wege eine Entziindungsreaktion aus oder verstérkt diese.

16



EINLEITUNG

Tab. 1 Vergleich Apoptose-Nekrose

Apoptose Nekrose

biochemisch:

* Energieabhingiger, aktiver Prozel3 mit * Passiver ProzeB3, Verlust der
Enzymbeteiligung Zellhomoostase

* Frithe DNA-Fragmentation durch Endonucleasen ¢ Spite Degradation der DNA in

in Mono- und Oligonucleosomen Bruchstiicke unregelmiBiger Grofle
morphologisch:
* Zellmembran bleibt intakt * Verlust der Membranintegritit
* Chromatinaggregation an Kernmembran e Chromatinstruktur wird beibehalten

* Zellschrumpfung und Bildung apoptotischer * Schwellung der Zelle und Lyse
Korperchen * Organellenschwellung mit

* Organellen bleiben intakt Funktionsverlust

physiologische Aspekte:

» Sterben einzelner, isolierter Zellen * Absterben zusammenhéngender
Zellgruppen

* Ausgeldst durch physiologische Reize * Durch nicht physiologische Reize
ausgelost

* Keine nachfolgende Entziindung * Lost Entziindungsreaktion aus

Im Rahmen des Entziindungsgeschehens kommt der Apoptose ebenfalls eine regulative
Bedeutung zu. Eine Induktion der Apoptose fiihrt zur Terminierung der Entziindungsreaktion,
eine Verzogerung jedoch verldngert die Aktivitidt der Neutrophilen Granulozyten und wirkt
somit proinflammatorisch®" *2.

Zahlreiche korpereigene Mediatoren nehmen einen Einflu auf das Apoptoseverhalten der
Neutrophilen Granulozyten, so wird die Apoptose durch die Zytokine GM-CSF*** 11-2%,

IL-427, IL-6°, IL-8%% 46, IL-1526, sowie durch PAF, Thrombozyten1 und C5a'% ¥ verzogert.
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TNF-a und IL-10 sind bisher die einzigen beschriebenen korpereigenen Mediatoren, die die
Apoptose induzieren'* 2% 593,

Korperfremde Faktoren, die die Apoptose im Sinne einer Verzdgerung beeinflussen, sind
bakterielles LPS® ** 1% jnaktivierte Streptokken'® und Glucocorticoide'* ¥, beschleunigend
auf den Prozess wirken phagozytierte E. coli'®" %%,

AuBlerdem haben Transmigration der Leukozyten und Adhésionsmolekiile eine regulative
Wirkung auf die Neutrophilenapoptose. Watson et al.'” haben gezeigt, daB sowohl die
Transmigration durch GefaBBendothel, als auch eine Verbindung der [3,-Integrine CD11a oder
CD11b mit monoklonalen Antikdrpern die Apoptose verzogern. Durch die Verbindung von L-

Selektin mit monoklonalen Antikorpern wird die Apoptose dahingegen beschleunigt.

1.7 Adhasionsmolekule

Der Durchtritt von Leukozyten durch Kapillarwinde wird einerseits durch Adhisionsmolekiile
auf den Leukozyten selbst als auch auf Endothelzellen vermittelt. Auf Leukozytenoberflichen
werden die Adhidsionsmolekiile CDI1 und CDI18 sowie das L-Selektin oder LAM-1
(Leukocyte Adhesion Molecule) exprimiert. CD11 und CD18 gehodren zu den Integrinen und
bilden als Heterodimer eine funktionelle Einheit. Sie sind aus unterschiedlichen a -
Untereinheiten (CD11a, CD11b oder CDl1lIc¢), aber der gleichen [B-Untereinheit (CDI18)
zusammengesetzt.

Auf Kapillarendothelzellen werden ICAM-1 (Intracellular Adhesion Molecule, CD54), das
der Familie der Immungloline angehort, sowie P-Selektin (CD62P) und E-Selektin (ELAM,
Endothelial Leukocyte Adhesion Molecule) exprimiert’.

Bevor es zur Adhésion der Leukozyten kommen kann, miissen diese aus dem mittleren
Blutstrom an die GefdBwand gelangen. Hier kommt es zunidchst zu einer schwachen
Adhision, die durch die Selektine vermittelt ist, man spricht auch von rolling der Leukozyten
entlang der Endothelzellen*'. Darauf folgt die durch Integrine und ICAM vermittelte starke
Adhision und Extravasation der Leukozyten®. Die Transmigration der Leukozyten erhoht
ihre Lebensdauer'®. Andererseits wird mit dem Einsetzen der Apoptose die Fihigkeit der

Neutrophilen Granulozyten zur Adhision eingeschrinkt'®.
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1.8 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung von Pneumokokken und Pneumokokkenzellwénden

auf die Aktivitit Neutrophiler Granulozyten zu studieren.

Einerseits sollte untersucht werden, ob Pneumokokken bzw. deren Zellwidnde die

Radikalfreisetzung (oxidative burst) von Neutrophilen Granulozyten induzieren. Desweiteren

sollte die Rolle des CD14-Rezeptors bei der Aktivierung dieser Zellen ermittelt werden.

Dariiber hinaus sollte untersucht werden, ob und in welcher Weise Pneumokokken und deren

aufgereinigte Zellwéinde die Apoptose und Nekrose der Neutrophilen beeinflussen.

Fiir gramnegative Bakterien ist es bekannt, dal ganze Bakterien die Apoptose Neutrophiler
Granulozyten induzieren, Zellwandbestandteile sie jedoch verzogern. Es sollte gepriift
werden, ob diese Ergebnisse in gleicher Weise fiir die Verdnderung des Apoptoseverhaltens

durch grampositive Bakterien zutreffen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialliste

Folgende Materialien wurden bei der vorliegenden Arbeit verwendet:

211

2.1.2

Aufreinigung Neutrophiler Granulozyten aus buffycoats

a. 50 ml Rohrchen (Becton Dickinson)
b. Ficoll-PaqueD (Pharmacia Biotech, Freiburg)
c. PBS, pH 7,3, steril und pyrogenfrei:
800 g/l NaCl
0,20 g/l KCl
0,25 g/l KH,PO4
1,35 g/l Na,HPO4
d. NH4CI- Losung, (pH 7,8) isotonisiert und sterilisiert:
8,30 g/l NH4Cl
1,00 g/l KHCO;
0,0375 g/l EDTA-Na,
e. Zellschaber (Greiner)
f. Neubauer-Zéhlkammer

g. Trypanblau

Messung des oxidative burst

a. 12x75 mm Falcon Rundbodenrdhrchen (Becton Dickinson)

b. PBS

c. Luminol (5-Amino-2,3-Dihydro-1,4-Phthalazindion, Sigma, Deisenhofen)
d. PMA (Phorbol-Myristat-Acetat, Sigma, Deisenhofen)
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2.1.3 ELISA zum Nachweis von Histon-assoziierten DNA-Fragmenten

a. Cell Death Detection ELISA™® (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim). Dieser
enthalt:

1. Biotin-markierte monoklonale Anti-Histon-Antikorper aus der Maus
Peroxidase-konjugierte monoklonale Anti-DNA-Antikdrper aus der Maus
DNA-Histon-Komplex als Positivkontrolle
Inkubationspuffer
Lysepuffer

Substratpuffer und darin zu l6sende Substrattablette

e R

Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatten

b. Aqua bidestillata
c. PBS

2.1.4 DurchfluRzytometrie

a. Apoptosis detection kit TACS™ Annexin V-FITC (R&D Systems, Wiesbaden)

b. Cell-Quest™™ Software Programm (Becton Dickinson, Heidelberg)

2.1.5 Kultivierung Neutrophiler Granulozyten

a. Zellkulturmedium:
DMEM (Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium, Gibco, Eggenstein)
mit 10 % FCS (Fetal Calf Serum)
b. Zellkulturflaschen:
Schrighalskulturflaschen mit gasdurchldssigem Verschlu3, Grundfliche 75 cm?

(Corning Costar, Bodenheim)
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2.16

2.1.7

2.1.8

Aufreinigung der Pneumokokkenzellwénde

a. SDS (Merck, Darmstadt)

b. NaN; (Merck, Darmstadt)

c. MgSOy4 (Merck, Darmstadt)

d. Trispuffer (Sigma, Deisenhofen)
e. DNAse (Sigma, Deisenhofen)

f. RNAse (Sigma, Deisenhofen)

g. Pronase (Sigma, Deisenhofen)
h. Glasperlen mit 0,10-0,1 lmm Durchmesser (Braun, Melsungen)
i. 0,7 M NaOH

j- 0,5% Methylenblau

k. Chloroform

Verwendete Bakterien und deren Kultivierung

Sreptococcus pneumoniae, bekapselter Stamm D39

IS

Sreptococcus pneumoniae, Pneumolysin-defiziente Mutante des Stammes D39
Sreptococcus pneumoniae, unbekapselter Stamm R6x
Todd-Hewitt-Nahrbouillon

Miiller-Hinton-Agar mit 3% Schafblut

f.  0,5% Hefeextrakt

/e o

o

g. 10% Glycerinlosung

Monoklonale Antikorper

a. Anti-CD14, IgM aus der Maus, anti-human, 2,5-10pg/ml (Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim)

b. Anti-CD13, IgG1 aus der Maus, anti-human, Sug/ml (Immunotech, Marseille)

c. Anti-CD63, IgG1 aus der Maus, anti-human, Sug/ml (Immunotech, Marseille)

d. Anti-BSA, IgG2a aus der Maus, anti-bovin, Spug/ml (Sigma, Deisenhofen)
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2.1.9 Stimulanzien

a. PMA (Sigma, Deisenhofen)

b. LPS (Escherichia coli K-235, Sigma, Deisenhofen)

c. BSA (Rinderserumalbumin, Sigma, Deisenhofen)

d. PCW (aufgereinigte Zellwand von Streptococcus pneumoniae (R6x), Purified Cell
Wall)

e. Hitzeinaktivierte Pneumokokken (R6x)
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2.2 Methodenbeschreibungen

2.2.1 Isolierung der Neutrophilen Granulozyten

Neutrophile Granulozyten wurden aus buffycoats aus tagesfrischem Blut von vier gesunden
Spendern isoliert. Zu diesem Zweck wurden je 15 ml des buffycoat in ein 50ml Réhrchen
iiberfiihrt, je 20 ml PBS dazugegeben und mit je 15 ml Ficoll-PaqueEI unterschichtet.

Nach 20 miniitigem Zentrifugieren bei 700 g waren die Blutbestandteile nach ihrer Dichte
aufgetrennt, so dafl das Serum, mononukleédre Zellen, Ficoll, Granulozyten und Erythrozyten
in unterschiedlichen Banden im ROhrchen vorlagen (s. Abb. 2.1). Das Serum, die
mononukledren Zellen, sowie das Ficoll wurden abgesaugt und die verbleibende
Zellsuspension zur Lyse der Erythrozyten mit bei 37°C vorgewdrmtem NH4Cl auf 50 ml
aufgefiillt. Nach 5 miniitiger Inkubation wurde die Suspension 10 Minuten lang bei 200 g
zentrifugiert. Die Neutrophilen Granulozyten bildeten nun das Pellet und der aus lysierten
Erythrozyten bestehende Uberstand wurde abgesaugt. Das Pellet wurde in 50 ml NH,Cl
resuspendiert, erneut 5 min inkubiert und 10 min bei 200 g zentrifugiert, der Uberstand
abgesaugt und das Pellet zweimal mit 50 ml PBS gewaschen. Vier Pellets wurden in PBS
resuspendiert und gepoolt, eine Probe (100ul) aus dieser Zellsuspension wurde nach Farbung
mit Trypanblau (900 pl) in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Da nur tote Zellen diesen
Farbstoff aufnehmen und vitale mit intakter Zellmembran ihn ausschlieen, wurde so der
Anteil vitaler Zellen in der Suspension bestimmt. Dieser betrug stets mehr als 95%.

Fir die Stimulationsversuche zur Messung des oxidative burst wurden die Neutrophilen
Granulozyten in einer Konzentration von 10%ml, zur Messung der Apoptoseinduktion in einer

Konzentration von 10°/ml verwendet.

Abb. 2.1:

« Serum

«mononukleare Zellen

~ Ficoll
~ Neutrophile Granulozyten

\/ « Erythrozyten
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2.2.2 Bakterienkulturen

Herstellung von Pneumokokkenstammldsungen:

Die Pneumokokokken (R6x) wurden auf Miiller-Hinton-Agar mit 3% Schafblut ausgeimpft,
iiber Nacht bei 37°C, 5% CO; kultiviert. Am nichsten Morgen wurden 10 ml Todd-Hewitt-
Néhrbouillon (+ 0,5% Hefeextrakt) auf eine optische Dichte von 0,1 (bei einer Wellenldnge
von 600 nm, ODgyp) beimpft und die Bakterienkultur bis zu einer ODgop von 0,6 bis 0,8
kultiviert. Die Kulturen wurden portioniert zu 100 pl in 10% Glycerin bei -70°C aufbewahrt.

250 ml Todd-Hewitt-Néhrbouillon wurden mit 100 pl der Pneumokokokkenstammldsung
beimpft und bei 37°C und 5% CO, bis zum Erreichen einer ODgyp von 0,4 bis 0,6 (mit-
logarithmische Wachstumsphase) inkubiert. Die Konzentration der Bakterien lag zwischen

5%10%ml und 1,5%10"/ml.

2.2.3 Inaktivierung der Pneumokokken

Nach Erreichen einer ODgyy von 0,4 bis 0,6 wurden 5 ml der Kultur bei 4500 g zentrifugiert,
der Uberstand abgesaugt und das aus Pneumokokken bestehende Pellet in 1 ml PBS
resuspendiert. Diese Suspension wurde ebenfalls bei 4500 g zentrifugiert, das Pellet wurde in
0,5 ml PBS resuspendiert und fiir 20 min in einem Wasserbad bei 60°C inaktiviert. Bei einer
1:10 Verdiinnung dieser Losung wurde die ODgqo ermittelt, dabei entsprach eine OD von 0,2

5%10" Bakterien der Ausgangslosung.

Die Bakteriensuspension wurde mit DMEM verdiinnt, so da3 in den Stimulationsversuchen
die Bakterien in einer Endkonzentration von 10°, 10° und 107 CFU/ml Kulturmedium
eingesetzt wurden.

Durch die Hitzeinaktivierung wurde erreicht, daB die Pneumokokken nicht mehr
vermehrungsfahig waren. Dies wurde jeweils durch eine negative Kultur der zur Stimulation

verwendeten Bakteriensuspension liberpriift.
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2.2.4 Aufreinigung der Zellwande

Zur Herstellung der PCW wurde ein zuvor beschriebenes Verfahren mit Modifikationen
angewendet'> ** °!. Die Pneumokokken wurden iiber Nacht in 1000 ml Todd-Hewitt
Nihrbouillon bis zum Erreichen einer ODggp von 0,4 bis 0,6 kultiviert. Die Bakterien wurden
pelletiert (4°C, 4500 g, 10 min). Der Uberstand wurde abgegossen, das Pellet in 40 ml
eiskalter 50 mM Tris-HCI1 Losung resuspendiert (pH 7,0). Die Zellsuspension wurde langsam
zu 120 ml 100°C warmer, 5%-iger SDS-Losung dazugegeben und die Temperatur 15 min lang
konstant gehalten. Nachdem die Losung auf Raumtemperatur abgekiihlt war, wurde sie bei
17000 g 10 min lang zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das Pellet iiber Nacht auf Eis
gestellt. Die Pellets wurden zweimal mit 20 ml 1 M NaCl, dann dreimal mit 20 ml A.d.
gewaschen, bis kein SDS mehr in der Losung nachzuweisen war . Bei diesen Schritten wurde
jeweils 10 min bei 17000 g zentrifugiert. Der Nachweis von SDS erfolgte, indem zu 335 pnl
Probeniiberstand 170 pl 0,7 M NaOH, 25 pl 0,5% Methylenblau und 1 ml Chloroform
pipettiert wurde, nach heftigem Schiitteln verfarbte sich diese Losung blau bei vorhandenem
SDS, rosa wenn kein SDS mehr in der Losung vorlag. Zu den in 2 ml A.d. resuspendierten
Pellets wurde das gleiche Volumen an Glasperlen hinzugefiigt und zehnmal 2 min lang heftig
geschiittelt, um die durch SDS aufgebrochenen Bakterien mechanisch zu zertriimmern. Nach
dem Sedimentieren der Glasperlen wurde der Uberstand, indem sich die Zellwinde befanden,
filtriert, um auch die restlichen Glasperlen zu entfernen, und das Filtrat bei 700 g 10 min lang
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in einem separaten Rohrchen aufbewahrt, das Pellet
nochmal aufgeschwemmt, um die restlichen darin befindlichen Zellwénde in einem erneuten
Zentrifugationsschritt (700 g, 10 min) zu gewinnen. Dieser Uberstand wurde mit dem
vorherigen kombiniert, das aus intakten Bakterien bestehende Pellet verworfen. Die
kombinierten Uberstinde wurden bei 38000 g 15 min lang zentrifugiert. Das so erhaltene
Pellet bestand danach aus Bakterienzellwénden. Diese wurden in 2 ml 100 mM Tris (pH 7,5)
mit 0,05 % NaNj resuspendiert. Zu der Losung wurden 400 pl 100mM MgSO4 gegeben, so
dafl eine Endkonzentration von 20 mM erreicht wurde, sowie 20 ul DNAse (Stockldsung
Img/ml, Endkonzentration 10 pg/ml) und 10 pl pankreatische RNAse (Stocklosung 50mg/ml,
Endkonzentration 50pg/ml) hinzugegeben. Die Losung wurde flir zwei Stunden bei 37°C im
Wasserbad inkubiert, um die Nukleinsduren der Bakterien abzubauen. Dann folgte die Zugabe

von 200 pl Trypsin (Stocklésung 1mg/ml, Endkonzentration 100 pg/ml) und 20 pul 1M CaCls.
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Die Losung wurde iiber Nacht unter stindigem Riihren bei 37°C inkubiert. Durch erneute
SDS-Extraktion wurden die zugegebenen Enzyme entfernt. Zu diesem Zweck wurde der
Losung 200 pl 10%ige SDS Losung hinzupipettiert, so dal die Endkonzentration 1% betrug
und diese 15 min lang im Wasserbad auf 60-80°C erhitzt. Dann wurde mit A.d. auf 20 ml
aufgefiillt und bei 38000 g 15 min lang zentrifugiert. Das Pellet wurde erneut in 20 ml A.d.
resuspendiert und der Waschschritt wiederholt, bis kein SDS mehr nachweisbar war (Methode
s.0.), schlieBlich wurde das Pellet lyophilisiert und gewogen. Aus einem Liter Bakterienkultur
wurden ca. 30 mg Zellwandlyophilisat (PCW) gewonnen. Das Pellet wurde in destilliertem

Wasser auf eine Konzentration von 1mg/ml resuspendiert.

2.2.5 Opsonisierung

Zur Opsonisierung wurde von allen vier Spendern das Serum gesammelt, welches nach der
Dichtegradientenzentrifugation des Blutes in der obersten Schicht des Rohrchens enthalten
war (s. unter Isolierung der Neutrophilen Granulozyten, Abb. 2.1). Die Seren der vier Spender
wurden gepoolt und in 10%iger Konzentration verwendet. Die Opsonisierung erfolgte auf
einem Riittler iber 30 Minuten bei 37°C. Danach wurde zweimal mit PBS gewaschen, so daf3

im Endansatz keine freien Serumbestandteile vorlagen.

2.2.6 Komplementinaktivierung

Die Opsonisierung wurde zusdtzlich mit komplementinaktiviertem Serum durchgefiihrt. Die
Komplementkomponenten im Serum wurden inaktiviert, indem das Serum 30 Minuten lang in

einem Wasserbad bei 56° C erhitzt wurde.

2.3 Chemilumineszenz

Zur Messung der Radikalproduktion der Neutrophilen Granulozyten diente der AutoLumat LB
953 (E&G Berthold, Bad Wildbad).
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2.3.1 Messprinzip

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die nach Aktivierung von Neutrophilen Granulozyten
freigesetzt werden, konnen durch Chemilumineszenz detektiert werden. Dafiir ist die Zugabe
von luminogenen Substanzen erforderlich. Diese reagieren mit freien Radikalen und werden
in einen energiereichen Zustand versetzt. Die Energie aus diesen Zwischenprodukten wird bei
threm Zerfall in Form von Photonen frei, die durch den AutoLumat quantitativ erfalit werden.
Dazu dient der im Gerédt integrierte Photomultiplier, der als ultraschneller Photonenzéihler
betrieben wird und zur Messung auf 8°C abgekiihlt wird, um die Untergrundrate zu
reduzieren. Die hier verwendete luminogene Substanz Luminol (5-Amino-2,3-Dihydro-1,4-
Phthalazindion) emittiert Photonen bei einer Wellenldnge von 460 nm, die vom AutoLumat
LB 953 in counts per minute (cpm) gemessen werden. Ein count entspricht einer bestimmten

Anzahl von auftreffenden Lichtquanten.

2.3.2 Proben fir die Chemilumineszenzmessung

Zu jeweils 10° Granulozyten wurde das stimulierende Agens in unterschiedlicher Menge
dazugegeben. Zur Generierung der Lichtquanten war fiir jede Probe 100 pl Luminol
erforderlich. Mit PBS wurden die Proben auf jeweils 1ml Gesamtvolumen aufgefiillt. Die
einzelnen Komponenten wurden unmittelbar vor Beginn der Messung zusammengefiihrt um
die Reaktion von Anfang verfolgen zu kénnen. Gemessen wurde bei 460 nm, 37°C {iber 240

Minuten.

2.4 Kultivierung der Neutrophilen Granulozyten

Zur Untersuchung auf Histon-assoziierte DNA-Fragmente wurden die isolierten Neutrophilen
Granulozyten in je 10ml DMEM mit 10% FCS aufgenommen und bei 37°C und 5% CO, 24
Stunden lang kultiviert. Die Stimulanzien wurden den Kulturmedien zu Anfang
hinzugegeben. Alle zwei Stunden wurden 100ul der Kultur entsprechend 10* Zellen

entnommen und fiir den ELISA vorbereitet.
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2.5 ELISA zum Nachweis Histon-assoziierter DNA-Fragmente

Zur Ermittlung der beginnenden Apoptose wurde der Cell Death Detection ELISA™YS- Kit

(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) eingesetzt.

2.5.1 Prinzip des ELISA

Der verwendete ELISA basiert auf dem Sandwich-Prinzip, d.h. dal dem zu messenden
Antigen zwei verschiedene monoklonale Antikdrper anhaften. Der erste Antikorper ist gegen
Histonprotein gerichtet und iiber seinen Biotin-Anteil an die mit Streptavidin beschichtete
Mikrotiterplatte gebunden. Der zweite, gegen DNA gerichtete monoklonale Antikdrper haftet
sich den Nukleosomen an und ist Peroxidase-konjugiert. Dieses Enzym ist nach Zugabe des
Substrates ABTS fiir dessen Umsatz verantwortlich. Das Produkt bewirkt den Farbumschlag
der Losung, deren Extinktion bei 405 nm gemessen wird. Die Extinktionswerte erlauben eine
Aussage iiber das zeitliche Auftreten der Histon-assoziierten DNA-Fragmente in den

Neutrophilenkulturen.

2.5.2 Die Probenvorbereitung fiir den ELISA

Am Anfang der Stimulation und spiter alle zwei Stunden wurden jeweils dreifach 100ul aus
einer Kulturflasche entsprechend 10* Zellen entnommen und bei 200 g 10 min lang
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und verworfen, die pelletierten Neutrophilen
Granulozyten in 200 pl Lysepuffer resuspendiert und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert,
um die nach der Karyolyse zytoplasmatisch vorliegenden Nukleosomen freizusetzten. Danach
wurden bei 200 g die intakten Zellkerne und hochmolekulare DNA pelletiert und aus dem
Uberstand, in dem sich die Mono-, und Oligonukleosomen befanden 20p1 entnommen, die bis
zur Messung im ELISA bei 4°C gelagert wurden. Nach Ablauf von 24 h wurden die Proben in
die mit Streptavidin beschichteten 96-well Mikrotiterplatten pipettiert, dazu jeweils 80 pl
Immunreagenz, bestehend aus den beiden Antikdrpern und dem Inkubationspuffer. Diese
wurden zwei Stunden lang auf einem Riittler bei 500 U/min inkubiert. Dann wurde dreimal

mit Inkubationspuffer gewaschen, um die im Uberstand befindlichen Immunkomplexe zu
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entfernen. Als nichstes wurde die Substratlosung hinzupipettiert und 15 min lang auf dem
Riittler inkubiert. Sofort im Anschluf} erfolgte die Messung mittels ELISA-Reader bei einer
Wellenldnge von 405 nm. Fiir die Auswertung wurde aus den einzelnen Werten der

Dreifachbestimmungen jeweils der Mittelwert gebildet.

2.6 DurchluRzytometrie

Die Differenzierung zwischen Apoptose und Nekrose in den Zellkulturen erfolgte durch
Messung der Bindung von Annexin V und der Aufnahme bzw. dem Ausschlul von

Propidiumjodid mittels DurchfluBzytometrie'*.

Annexin V ist ein antikoagulatorisches Protein, das an negativ geladene Phospholipide der
Zellmembran bindet. In der frithen Phase der Apoptose kommt es zur Aufhebung der
asymmetrischen Verteilung der Phospholipide in der Zellmembran, so da3 Phosphatidylserin,
das sonst nur in der inneren Schicht der Phospholipiddoppelschicht lokalisiert ist, in die
dullere Schicht der Zytoplasmamembran gelangt. Annexin V bindet an Phosphatidylserin
unter der Vermittlung von Calciumionen. Das verwendete Annexin V ist FITC-konjugiert, um
die apoptotischen Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie oder Durchfluzytometrie zu

detektieren.

Propidiumjodid wird von nekrotischen Zellen und von apoptotischen Zellen im spéten
Stadium aufgenommen. Vitale Zellen werden weder durch Annexin V noch durch

Propidiumjodid markiert.

Die durchfluBzytometrische Analyse wurde mit dem Cell-Quest™ Programm erstellt. Die
logarithmische Fluoreszenzintensitit von Annexin V-FITC ist dabei gegen die
Fluoreszenzintensitdt von Propidiumjodid in einem Dichtediagramm aufgetragen. Fiir eine

Analyse wurden jeweils 10° Neutrophile Granulozyten eingesetzt.
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2.7 Farbung der Ausstriche (TUNEL-Methode)

Mit dieser Methode (TdT mediated dUTP-X Nick End Labeling) werden apoptotische DNA-
Fragmente mittels in Situ tailing angefarbt, indem den DNA-Fragmenten, die durch die
Apoptose entstehen, am 3°-Ende (nick) mittels des Enzyms TdT (terminal deoxynucleotidyl
transferase) Farbstoff-markierte Nukleotide angehiangt werden (tailing). Durch diese Farbung

konnen die apoptotischen Zellkerne mikroskopisch dargestellt werden.

Fiir die Anwendung der TUNEL-Methode wurden zu den Messzeitpunkten des ELISA jeweils
Aliquots aus den Granulozytenkulturen entnommen, Ausstriche der Zellen angefertigt, iiber
Nacht luftgetrocknet und bei Raumtemperatur in 100% Aceton 5 Minuten lang fixiert.

Die Zellen wurden rehydriert und fiir 15 min bei 37°C mit 50 pg/ml Proteinase K (Sigma,
Deisenhofen) behandelt. Danach wurden die Ausstriche fiir 1 h bei 37°C in einem
Reaktionsgemisch bestehend aus

10 pl 5% Tailing Puffer

1ul Digoxigenin DNA Labeling Mix

2 ul Cobaltchlorid

12 U terminale Transferase

A.d. ad 50 pl

inkubiert und zweimal mit 10% FCS fiir 15 min bei Raumtemperatur gewaschen.

Dann wurde eine Losung von alkalische Phosphatase-markiertem Anti-Digoxigenin-
Antikdrper in 10% FCS fiir 60 min bei 37°C auf die Ausstriche aufgetragen. Die Farbreaktion
wurde mittels 4-Nitroblau-Tetrazoliumchlorid/5-Bromid-4-Chlorid-3-Inodyl-Phosphat
(NBT/BCIP) erreicht. Die Ausstriche wurden mit Nuclear Fast Red-Aluminiumhydroxid
gegengefdrbt. Die Reagenzien wurden bei Roche Molecular Biochemicals (Mannheim)

bezogen.
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3 Ergebnisse

3.1 Oxidative burst der Neutrophilen Granulozyten

Als ein MaB fiir die durch verschiedene Stimulanzien induzierbare Aktivierung Neutrophiler
Granulozyten gilt ihre Radikalfreisetzung, auch oxidative burst genannt. Dieser wurde mittels
Chemilumineszenz ~ gemessen, wobei  Neutrophile mit stoffwechelaktiven und
hitzeinaktivierten Pneumokokken in verschiedenen Konzentrationen (10%ml; Verhltnis
Neutrophile Granulozyten zu Bakterien 1:1 bzw. 10'/ml; 1:10), sowie PCW von

Pneumokokken (50 pg/ml) aus eigener Praparation stimuliert wurden.

Die Erfassung der Aktivitét erfolgte jeweils tiber 240 Minuten. In den folgenden Diagrammen
ist die Aktivitdt der Neutrophilen, ausgedriickt in cpm (counts per minute), gegen die Zeit

aufgetragen.

Als Negativkontrolle wurden bei den Messungen jeweils 10°/ml unstimulierte Neutrophile
Granulozyten eingesetzt, dabei war ihre liber 240 min gemessene Grundradikalproduktion
konstant bei ca. 10° cpm ohne erkennbare Tendenzen zur Zu- oder Abnahme. Die Zugabe von
PMA, das als ein Maximalstimulus fiir die Radikalproduktion gilt und bei den Versuchen als
Positivkontrolle diente, loste eine sehr starke Zunahme bis 2,5><108 cpm aus. Diese setzte
unmittelbar nach Zugabe von PMA ein, erreichte ihren Hohepunkt nach 15 min und fiel

danach wieder auf den Ausgangswert ab, der nach etwa 100 min erreicht wurde (Abb. 3.1).
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Abbildung 3.1: Okxidative burst Neutrophiler Granulozyten nach Zugabe von PMA im
Vergleich zu unstimulierten Neutrophilen
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3.1.1 Stimulation mit stoffwechselaktiven Pneumokokken

8.0x1077
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Zeit [min]

—a—Kontrolle  ——10° CFU/mI ——10°% CFU/m

Abbildung 3.2: Okxidative burst der Neutrophilen Granulozyten nach Stimulation mit
stoffwechselaktiven Pneumokokken (10° CFU/ml, 10° CFU/ml)

Stoffwechselaktive Pneumokokken fiihrten zu einer Freisetzung oxidativer Radikale nur in
einer eingesetzten Bakterienkonzentration von 10° /ml (Abb. 3.2). Das Verhiltnis von
Neutrophilen Granulozyten zu Pneumokokken betrug dabei 10:1. Der Spitzenwert der
Radikalproduktion von 6x10” wurde nach 150 min erreicht. Im Vergleich zu unstimulierten
Neutrophilen betrug dieser Wert mehr als das 100fache.

Bei Exposition Neutrophiler Granulozyten mit einer Bakterienkonzentration von10® CFU/ml
(1:1) war die Radikalfreisetzung mit der von unstimulierten Neutrophilen vergleichbar. Bei
10" CFU/ml (1:10) wurde eine noch niedrigere Radikalfreisetzung gemessen. Moglicherweise
wurde in diesen Stimulationen durch die hohe Konzentration an Pneumolysin der oxidative
burst gehemmt oder die Nekrose Neutrophiler Granulozyten induziert, so daf3 sic nicht mehr

zur Bildung der Sauerstoffradikale in der Lage waren.
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3.1.2 Stimulation mit hitzeinaktivierten Pneumokokken

cpm

Zeit [min]

—— Kontrolle —®—10° CFU/mI ——10°% CFU/mI —— 10’ CFU/mlI

Abbildung 3.3: Oxidative burst der Neutrophile Granulozyten nach Stimulation mit
hitzeinaktivierten Pneumokokken (10° CFU/ml, 10° CFU/ml, 10" CFU/ml)
Nach der Stimulation mit hitzeinaktivierten Pneumokokken war eine konzentrationsabhédngige
Steigerung der Sauerstoffradikalfreisetzung zu beobachten (Abb. 3.3). Die Verhéltnisse von
Granulozyten zu Bakterien entsprachen denen bei stoffwechselaktiven Pneumokokken (10:1
bei 10° Bakterien/ml, 1:1 bei 10%ml und 1:10 bei 10"/ml). Die Spitzenwerte wurden bereits
nach 60 min erreicht - im Gegensatz zu 150 min bei Stimulation mit Stoffwechselaktiven. Der
frithere Aktivitatshohepunkt konnte durch die fehlende Inhibition des oxidative burst durch
das hitzelabile Pneumolysin bedingt sein, da es bei der Inaktivierung der Bakterien denaturiert
wird. Bei einer Bakterienkonzentration von 10’ CFU/ml lag der Spitzenwert bei 6,3%x10” cpm
und damit ebenfalls um mehr als den Faktor 100 hoéher als derjenige bei unstimulierten

Neutrophilen gemessene.
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3.1.3 Stimulation mit aufgereinigten Zellwanden

8.0x10%-
7.5x10%]
x
©
£  5.0x10%
£
6.0x10% S
2.5x10%]
OO T T T T 1
= 0 100 200 300 400 500
o i
o 4.0x10% PCW [ug/ml]
Abb. 3.4b
2.0x10% |
o kgL
0

Zeit [min]

—— 0 pg/ml —— 50 pg/ml —— 150 pg/ml —=— 350 pg/ml —— 500 pg/mi

Abbildung 3.4a: Oxidatvie burst Neutrophiler Granulozyten nach Stimulation mit PCW
unterschiedlichen Konzentrationen (0 pg-500 pg)
Abbildung 3.4b: Maximalwerte des oxidative burst in Abhdngigkeit von der Konzentration
des PCW
Nach Zugabe verschiedener Mengen opsonisierter, aufgereinigter Zellwand konnte bis 350
ug/ml eine konzentrationsabhingige Steigerung des oxidative burst beobachtet werden, bei
hoheren Konzentrationen jedoch fielen die Spitzenwerte wieder ab. Diese Beobachtung ist
wahrscheinlich auf den scavenger-Effekt zuriickzufiihren, d.h. in einer hochkonzentrierten
Losung werden Radikale abgefangen und entgehen somit der Erfassung durch die
angewendete Messmethode. Je hoher die Konzentration der eingesetzten Zellwinde, desto
frither kam es zur Freisetzung der Sauerstoffradikale (Abb. 3.4a, 3.4b). Eine Konzentration
von lpg/ml PCW entspricht etwa 10° Zelldquivalenten’®. Die maximal erreichbaren Werte
durch Stimulation mit aufgereinigten Zellwinden iibertrafen diejenigen, die durch Stimulation

mit stoffwechselaktiven und hitezeinaktivierten Pneumkokken hervorgerufen werden konnten.
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3.1.4 Einflul3 der Opsonisierung auf den oxidative burst

6.0%10%+

4.0x10°%7

cpm

2.0%10%+

0 100 200
Zeit [min]

—o— 50 pg/ml PCW —— 50 pg/ml PCWops

Abbildung 3.5:  Auswirkung der Opsonisierung der PCW auf den oxidative burst

Durch die Opsonisierung der 50 ug/ml PCW mit autologem Serum wurde eine Steigerung des
oxidative burst auf den ca. fiinffachen Wert im Vergleich zum Ergebnis der Stimulation durch
nicht opsonisierte PCW erzielt. Bei opsonisierten PCW lag dieser Wert bei manchen
Messungen sogar hoher als derjenige nach PMA-Stimulation, der als ein Maximalstimulus fiir

Neutrophile Granulozyten angesehen wird.
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3.1.5 Einflu3 der Komplementinaktivierung auf die Opsonisierung
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Abbildung 3.6: Auswirkung der Opsonisierung der PCW (50 pg/ml) mit
komplementinaktiviertem Serum

Wurden die PCW mit autologem Serum inkubiert, in dem das Komplement zuvor inaktiviert
worden war, kam es nicht zu der Steigerung der Reaktion im Vergleich zum Ausgangswert,
wie es bei der Opsonisierung mit ,,aktivem* Serum der Fall war. Die Radikalproduktion lag in
dem gleichen Bereich wie die derjenigen Granulozyten, die mit nicht opsonisiertem PCW

stimuliert wurden.
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3.1.6 Zugabe von Anti-CD14 Antikorper

Bei Zellen, die 15 min mit 5 pg/ml monoklonalem Anti-CD14 vorinkubiert wurden, waren
nach Stimulation mit PCW Werte fiir den oxidative burst messbar, die etwa ein Fiinftel des
Wertes ohne Antikorperzugabe betrugen. Dabei spielte es keine Rolle, ob die Antikdrper mit
den Granulozyten oder mit den Zellwédnden vorinkubiert worden waren.

Die Variation der Antikorperkonzentration zeigte die Konzentrationsabhédngigkeit dieser
Hemmung. Im Verhiltnis zum Hochstwert, der durch Stimulation mit 50pg/ml PCW
hervorgerufen wurde, betrugen die Werte bei Zugabe von 2,5 pg/ml Anti-CD14 25%, bei 5
pg/ml 18 % und bei 10 pg/ml 10 % (Abb. 3.7).

3.0x109+

2.0x109+

cpm

1.0x10974

. T
0 100 200
Zeit [min]

——50 uyg PCW —=—+2,5ug Anti-CD14  ——+5ug Anti-CD14 ——+10ug Anti-CD14

Abbildung 3.7: Oxidative burst der Neutrophilen Granulozyten nach Stimulation mit 50
pg/ml PCW sowie Stimulation mit PCW und Zugabe von Anti-CD14
Antikorpern in verschiedenen Konzentrationen (2,5 pg/ml, 5 pg/ml und 10

pg/ml)
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3.1.7 Versuch des Nachweises der Spezifitat von Anti-CD14 durch Zugabe
weiterer Kontrollantikorper (Anti-CD13, -CD14, -CD63, -BSA)
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Abbildung 3.8: Oxidative burst der Neutrophilen Granulozyten nach Stimulation mit 50
png/ml PCW sowie Stimulation mit 50 pg/ml PCW und Zugabe von Anti-
CD14, Anti-CD13, Anti-CD63 und Anti-BSA (je S5pug/ml)

Die Reduktion der Radikalfreisetzung zeigte sich nicht nur nach Vorinkubation mit Anti-
CD14 sondern auch mit Anti-CD63 und Anti-BSA, so daB3 von einer spezifischen Hemmung
durch Anti-CD14 nichtausgegangen werden kann. Hingegen kam es nach Zugabe von Anti-
CD13 zu einer Steirgerung des oxidative burst. Diese Ergebnisse waren tiberraschend, da nach
dem bisherigen Kenntnisstand nicht von einer Interferenz mit der Phagozytenaktivierung
durch diese Antikorper auszugehen war. Urspriinglich sollten diese Antikorper als
Negativkontrolle verwendet werden.

CD63 kommt iiberwiegend auf Thrombozyten vor und wird durch Aktivierung der
Thrombozyten von der lysosomalen Membran in die &uBlere Zellmembran verlagert. Es

vermittelt unter anderem die Adhédsion von Neutrophilen Granulozyten an aktiviertes
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Endothel. CD13 wird auf Zellen der myelomonozytdaren Gruppe exprimiert. Es ist identisch
mit Aminopeptidase N, einer Zink-bindenden Metalloprotease, die am Metabolismus
regulatorischer Peptide in verschiedenen Zellarten beteiligt ist. Die erhohte Radikalfreisetzung

durch Anti-CD13 ist méglicherweise durch Querverbindung von Fc-Rezeptoren erklarbar.

3.2 Bestimmung Histon-assoziierter DNA-Fragmente der

Neutrophilen Granulozyten

Die Untersuchungen zur Apoptose von Neutrophilen Granulozyten erfolgten durch Erfassung
der zelluldren Histon-assoziierten DNA-Fragmente mittels ELISA. Die Hohe der Extinktion
ist dabei ein MaB fiir die Menge der in der jeweiligen Kultur aufgetretenen DNA-Fragmente.
Die Messungen erfolgten iiber 8 Stunden, die nachfolgenden Ergebnisse sind Mittelwerte aus
je 5 Versuchen. Den Stimulationen mit stoffwechselaktiven und hitzeinaktivierten
Pneumokokken, sowie PCW und LPS wurde die Apoptoseinduktion in Neutrophilenkulturen

ohne Stimulation gegeniibergestellt.
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3.2.1 Stimulation mit stoffwechselaktiven Pneumokokken
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Abbildung 3.9: Apoptose Neutrophiler Granulozyten ohne Stimulation (Kontrolle)
gegeniiber Stimulation mit stoffwechselaktiven Pneumokokken (105
CFU/ml und 10° CFU/ml)
Bereits zwei Stunden nach Ansetzen der Kulturen waren sowohl bei den mit
stoffwechselaktiven Pneumokokken stimulierten als auch bei den nicht stimulierten
Neutrophilen Granulozyten die ersten zelluldren Histon-assoziierten DNA-Fragmente mittels
ELISA erfassbar. Die Stimulation mit aktiven Bakterien (10° CFU/ml und 10° CFU/ml) fiihrte
zu frilherem Auftreten der Histon-assoziierten DNA-Fragmente im Vergleich zu
Unstimulierten (Abb 3.9). Stoffwechselaktive Pneumokokken in niedriger Konzentration sind
somit in der Lage, die Apoptose Neutrophiler Granulozyten zu induzieren. Die scheinbare
initiale Verzogerung des Einsetzens der Apoptose bei Stimulation mit 10° Pneumokokken/ml
gegeniiber Unstimulierten ist auf das Verhéltnis von 10 Granulozyten zu 1 Bakterium
zuriickzufiihren. In diesem Verhéltnis sind die Pneumokokken zundchst nicht in der Lage, ihre
volle apoptoseinduzierende Wirkung zu entfalten, so wie es bei dem Verhéltnis 1:1 iiber die

gesamte Zeit und im weiteren Verlauf auch in dem Verhéltnis 10:1 der Fall ist. Bei
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Stimulation mit 10’ CFU/ml kam es zur Induktion von nekrotischem Zelluntergang, der durch

diese Methode nicht erfalit wird (s. 3.3).

3.2.2 Stimulation mit hitzeinaktivierten Pneumokokken
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Abbildung 3.10: Apoptose Neutrophiler Granulozyten ohne Stimulation gegeniiber
Stimulation mit hitzeinaktivierten Pneumokokken (10° und 10’ CFU/ml)
Die Stimulation mit hitzeinaktivierten Pneumokokken hatte ein deutlich fritheres Auftreten
der apoptotischen Zeichen zufolge als bei Granulozyten, die nicht stimuliert wurden (Abb.
3.10). Auch in der Konzentration 10’ CFU/ml waren Histon-assoziierte DNA-Fragmente im
Gegensatz zur Stimulation mit 10’ CFU/ml aktiven Pneumokokken messbar. Damit erwiesen

sich hitzeinaktivierte Pneumokokken als Induktoren der Apoptose in allen eingesetzten

Konzentrationen.
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3.2.3 Stimulation mit PCW bzw. LPS
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Abbildung 3.11: Apoptose der Neutrophilen Granulozyten nach Stimulation mit 50 pg/ml
PCW und 1 pg/ml LPS im Vergleich zu Unstimulierten
Ein deutlich spéteres Auftreten von Histon-assoziierten DNA-Fragmenten gegeniiber der
Negativkontrolle resultierte aus der Stimulation der Neutrophilen mit aufgereinigten
Pneumokokkenzellwdnden (PCW) in gleichem Malle wie mit LPS (Abb. 3.11). LPS
gramnegativer Bakterien ist als Faktor mit verzogernder Wirkung auf die Apoptose
Neutrophiler Granulozyten beschrieben'”?. Das verzogerte Auftreten apoptotischer
Korperchen nach Stimulation mit PCW kann ebenfalls als Verzégerung der
Apoptoseinduktion aufgefasst werden. Durchflulzytometrisch wurde jedoch nach Stimulation
mit PCW ein erhohter Anteil nekrotischer Neutrophiler Granulozyten gemessen. Somit kann
das verminderte Auftreten Histon-assoziierter DNA-Fragmente im vorliegenden Fall auch auf

Induktion von Zelltod durch Nekrose zuriickgefiihrt werden.
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3.3 Differenzierung des Zelltodes

Mittels Durchflulzytometrie wurde zwischen apoptotischem und nekrotischem Zelltod der
Neutrophilen Granulozyten differenziert. In den folgenden Diagrammen ist die durch
Propidiumjodid ausgeloste Signalintensititgegen gegen die durch Annexin V-FITC ausgeloste

aufgetragen.

Nach Préparation der Neutrophilen Granulozyten wurde die Firbung mit Annexin V und
Propidiumjodid durchgefiihrt, um den Anteil der vitalen Zellen (linker unterer Quadrant) zu
ermitteln. Er betrug zu diesem Zeitpunkt iiber 90%. Einige der Zellen lieBen sich mit
Propidiumjodid anfdrben, waren also nekrotisch (9%, beide oberen Quadranten), und nur 1%
zeigten eine positive Reaktion mit Annexin V. Bei diesen Zellen hatte die Apoptose bereits

begonnen (rechter unterer Quadrant, Abb. 3.12 A).

Nach 19 Stunden in vitro Kultur ohne Stimulation wurde die Farbung erneut durchgefiihrt, um
den Anteil abgestorbener Zellen in der Kultur zu bestimmen. Der Anteil der nekrotischen
Neutrophilen Granulozyten war mit 12% etwas hoher als unmittelbar nach der Préparation.
Der Anteil apoptotischer Zellen war von 1% nach der Priparation auf 14% angestiegen, was

fiir ein spontanes Einsetzen der Apoptose in der Granulozytenkultur spricht (Abb. 3.12 B).

In Kulturen, in denen die Neutrophilen Granulozyten mit stoffwechselaktiven Pneumokokken
des Stammes D39 in der Konzentration 10’ CFU/ml stimuliert wurden, kam es zu einer
deutlich erhohten Propidiumjodidaufnahme von 97%, was fiir eine Induktion nekrotischen

Zelltodes spricht (Abb. 3.12 C).

Um den EinfluB der wichtigsten zytotoxischen Produkte der Pneumokokken — Pneumolysin’’,
Wasserstoffperoxid'”* ** und Zellwandbestandteile (PCW)** - bei dieser Nekroseinduktion zu
untersuchen, wurden die Neutrophilen Granulozyten zundchst mit einer Pneumolysin-
negativen Mutante (D39ply::pJDC9) stimuliert. Die gleiche Stimulation wurde unter Zugabe
von Katalase durchgefiihrt, um das Wasserstoffperoxid zu neutralisieren. Zusitzlich wurden
die Neutrophilen Granulozyten mit PCW in einer Konzentration von 50 bis 200 pg/ml

stimuliert.
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Abbildung 3.12: Durchfluzytometrische Analyse der Neutrophilenkulturen (s. Text)
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Bei Stimulation mit dem Pneumolysin-negativem Stamm war der Anteil nekrotischer
Granulozyten immer noch deutlich hoher als in der Kultur ohne Stimulation, jedoch im
Vergleich zu der Stimulation mit dem Stamm D39, bei der der Anteil vitaler Granulozyten
nach 19 h nur 2% betrug, war eine Reduktion der Zytotoxizitit feststellbar; nach 19 h
Stimulation waren noch 13% der Zellen vital (Abb. 3.12 D).

Wurde zusétzlich zu den Pneumolysin-negativen Bakterien Katalase (2000 EU/ml) in die
Kultur gegeben, stieg der Anteil der vitalen Neutrophilen Granulozyten nach 19 h auf 20% an
(Abb. 3.12 E).

Durch diese Ergebnisse wurde gezeigt, daB sowohl das Toxin Pneumolysin als auch die
Wasserstoffperoxidproduktion der Pneumokokken zu der Nekrose-induzierenden Wirkung

auf Neutrophile Granulozyten beitragt.

Wiéhrend des Wachstums von Pneumokokken kommt es zur Autolyse. Dabei werden
Zellwandbestandteile in die Umgebung freigesetzt, die ebenfalls zyototoxische Wirkung
haben konnen. Aus diesem Grund wurden die Neutrophilen Granulozyten mit aufgereinigten
Pneumokokkenzellwédnden (PCW) in Konzentrationen von 50 bis 200 pg/ml stimuliert. Die
Versuchsergebnisse differierten und waren nicht eindeutig. In einigen Versuchen war der
Anteil nekrotischer Neutrophiler erhoht, der Anteil der apoptotischen Granulozyten lag in dem

gleichen Bereich wie bei unstimulierten Kontrollkulturen.

Nach 19-stiindiger Stimulation der Neutrophilen Granulozyten mit hitzeinaktivierten
Pneumokokken des Stammes D39 in der Konzentration 10’ CFU/ml waren 40% der Zellen
mit Annexin V-FITC, nicht jedoch mit Propidiumjodid anfarbbar. Somit wurde bei diesen

Zellen die einsetzende Apoptose nachgewiesen. (Abb. 3.12 F).
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3.4 Farbung der Ausstriche

Abbildung 3.13: Firbung apoptotischer Kerne Neutrophiler Granulozyten durch die TUNEL-
Methode (TdT mediated dUTP-X Nick End Labeling)

Die Induktion der Apoptose der Neutrophilen Granulozyten wurde mittels in situ tailing
tiberpriift. Dabei werden modifizierte Nukleotide enzymatisch mittels TdT (terminal
deoxynucleotidyl transferase) an die internukleosomalen DNA-Einzel- und Doppel-
strangbriiche (nicks) gebunden und so angefarbt. Auf diese Weise konnen Zellkerne mit
solchen, fiir die Apoptose typischen, Strangbriichen mikroskopisch dargestellt werden. Die
Ausstriche wurden 24 h nach Ansetzen der Kulturen angefertigt. Zu diesem Zeitpunkt zeigten
bei denjenigen Neutrophilen, die mit hitzeinaktivierten Pneumokokken (10" CFU/ml)
stimuliert worden waren, alle Kerne eine positive Reaktion (dunkel gefirbte Zellkerne, Abb.
3.13 A, oben VergroBerung ca. 300x, unten ca. 1200x), wohingegen nur wenige Neutrophile
der Kontrollkultur durch die TUNEL-Methode angefiarbte Kerne zeigten (Abb. 3.13 B, oben
Vergr. ca. 300x, unten ca. 1200x). Die Stimulation der Neutrophilen mit PCW ergab nach
24 h das gleiche mikroskopische Bild wie die Kontrollkultur. Durch diese Methode wird im
Gegensatz zum ELISA ein spétes Stadium der Apoptose erfafit.

48



DISKUSSION

4 Diskussion

4.1 Freisetzung oxidativer Radikale durch Neutrophile

Granulozyten

Die Aktivierung Neutrophiler Granulozyten geht mit einer gesteigerten Radikalfreisetzung,
dem sogenannten oxidative burst einher. Neben zahlreichen Zytokinen sind
Bakterienbestandteile in der Lage, Neutrophile Granulozyten in einen solchen aktivierten

Zustand zu versetzen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Neutrophile Granulozyten mit stoffwechselaktiven
Pneumokokken, hitzeinaktivierten Pneumokokken und aufgereinigten
Pneumokokkenzellwénden stimuliert. Es konnte gezeigt werden, daf es nach Stimulation der
Neutrophilen Granulozyten mit hitzeinaktivierten Pneumokokken zu stérkerer und fritherer
Radikalproduktion kam, als dies nach Stimulation mit stoffwechselaktiven Pneumokokken
der Fall war. Moglicherweise kann diese Beobachtung auf Pneumolysin, einen wichtigen
Pathogenitétsfaktor der Pneumokokken, zuriickgefiihrt werden. Pneumolysin hemmt den
oxidative burst der Neutrophilen Granulozyten und hat diverse andere inhibitorische Effekte
auf die Aktivitdt von Granulozyten und Monozyten. So hemmt es ebenfalls die Degranulation
und damit die Freisetzung von Lysozym, die Chemotaxis und die ungerichtete
Migration®™ °"77. Pneumolysin ist ein hitzelabiles Toxin, da durch die Hitzeinaktivierung der
Pneumokokken denaturiert wird. Aus diesem Grund entféllt sowohl der hemmende Effekt auf
den oxidative burst, als auch die Nekrose-induzierende Wirkung bei Stimulation mit

inaktivierten Bakterien im Gegensatz zur Stimulation durch Stoffwechselaktive.

Perry et al.* ® beschreiben ebenfalls einen Faktor, der von vitalen Pneumokokken gebildet
wird und den oxidative burst der Neutrophilen Granulozyten inhibiert oder die gebildeten
Radikale abfangt. Sie sind allerdings der Ansicht, dafl dieser Faktor nicht mit Pneumolysin
identisch ist, da mit einem Pneumolysin-negativen Pneumokokkenstamm die gleichen
Versuchsergebnisse reproduziert werden konnten und da Antipneumolysin-Serum nicht in der

Lage war, den inhibitorischen Effekt aufzuheben. Es handelt sich aber auch um einen
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hitzelabilen Faktor, somit wére die Erkldrung, daB durch die Hitzeinaktivierung der

Pneumokokken dieser Faktor ausgeschaltet wird, ebenfalls zutreffend.

Eine andere mogliche Erklarung fiir diese Beobachtung wire, da3 bei der Hitzeinaktivierung
die Bakterienzellen zum Teil aufgebrochen werden, so dafl die Neutrophilen Granulozyten

auch mit subzelluldren Zellwandbestandteilen stimuliert werden.

Die Stimulation der Neutrophilen Granulozyten durch aufgereinigte Pneumokokkenzellwiande
filhrte ebenfalls zu der Ausldsung eines starken oxidative burst. Die Freisetzung oxidativer
Radikale war nach Zugabe von aufgereinigten Pneumokokokkenzellwénden stirker als die
maximale durch Zugabe von stoffwechselaktiven = Pneumokokken auslosbare

Radikalproduktion.

Die aufgereinigten Zellwandfragmente setzen sich aus Peptidoglykanen, Teichonsduren und
Lipoteichonsduren zusammen, wobei nach Ansicht von Martinez-Martinez’' den
Peptidoglykanen die grofite Rolle als Stimulanzien der Neutrophilen Granulozyten zukommt.
Stuertz et al.”> hingegen sind der Auffassung, daB Teichonsduren und Lipoteichonséuren die
potentesten proinflammatorischen Bestandteile der Zellwand von Streptococcus pneumoniae
darstellen. In Versuchen von Tuomanen et al.”® haben sich sowohl Peptidoglykan als auch
Teichonsiuren in Konzentrationen von mehr als 10° Zelliquivalenten/ml als Ausloser einer
Entzlindungsreaktion erwiesen. Im Gegensatz dazu war die spezifische inflammatorische

Aktivitdt der Polysaccharidkapsel 1000-fach geringer.

Die eigenen Versuchsergebnisse decken sich mit der Veroffentlichung von Martinez-Martinez

et al.>!

, nach der sowohl intakte Bakterien der Spezies Staphylococcus epidermidis als auch
deren Zellwandbestandteile den oxidative burst bei Neutrophilen auslésen. Dabei war
ebenfalls die durch aufgereinigte Zellwinde bzw. Peptidoglykane ausgeldste
Radikalfreisetzung stiarker und setzte friiher ein als die durch aktive Bakterien ausgeloste.

Nach einer Ultraschallbehandlung der Peptidoglykane losten sie den oxidative burst nicht
mehr aus. Aus dieser Beobachtung haben die Autoren gefolgert, dal die Zellwandbestandteile

iiber eine Minimalgroe oder eine bestimmte Tertidrstruktur verfiigen miissen, um

Neutrophile Granulozyten metabolisch aktivieren zu konnen.
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4.2 Die Rolle des CD14-Rezeptors

Der CD14-Oberfldchenrezeptor auf Neutrophilen Granulozyten und Monozyten vermittelt die
Wirkungen des Endotoxins gramnegativer Bakterien, des Lipopolysaccharids (LPS). LBP, das
LPS-bindende Protein, wird als Kofaktor bei der Zellaktivierung durch LPS iiber den CD14-
Rezeptor bendtigt. Fiir das LPS gramnegativer Bakterien sind diese Zusammenhidnge

detailliert beschrieben worden®?.

Ob der CD14-Rezeptor allerdings bei der Infektion mit grampositiven Bakterien eine Rolle
bei der Zellaktivierung durch Bestandteile der grampositiven Zellwand spielt, wird kontrovers

diskutiert.

Nach Ergebnissen von Heumann et al.*® kam es durch Blockierung des CD14-Rezeptors mit
monoklonalen Antikérpern nicht zur Hemmung der durch grampositive Zellwinde
ausgelsten monozytiren TNF-a Produktion. Mathison et al.”> haben gezeigt, daB LBP,
welches als Kofaktor fiir die Bindung an CD14 erforderlich ist, die Wirkungen von LPS auf
Makrophagen verstérkt, jedoch auf die Wirkungen von hitzeinaktivierten Staphylokokken und
deren Peptidoglykan keinen EinfluB hat. Beide Beobachtungen sprechen gegen eine
Beteiligung des CD14-Rezepors bei der Vermittlung der durch grampositive Zellwinde
ausgelosten Effekte.

Dahingegen konnten Weidemann et al.'® ' feststellen, daB nach Blockade des CD14-
Rezeptors mit Anti-CD14 Antikdrper die durch I6sliche Peptidoglykane ausgeloste
Zytokinproduktion gehemmt wird, was flir eine Beteiligung des Rezeptors spricht. Pugin et
al.%” sind zu dem Ergebnis gekommen, daB bei einer Aktivierung von Makrophagen durch
Zellwandkomponenten gramnegativer sowie grampositver Bakterien und Mykobakterien der

CD14-Rezeptor beteiligt ist und bezeichnen ihn als polyspezifisch fiir mikrobielle Strukturen.

Die scheinbaren Widerspriiche zwischen den Ergebnissen konnten durch die Verwendung von
Antikorpern unterschiedlicher Spezifitdt erklart werden. Der von Heumann et al. eingesetzte
monoklonale Anti-CD14 MY4 erkennt moglicherweise ein anderes Epitop des
Rezeptorproteins, das fiir die Bindung der Peptidoglykane nicht wesentlich ist, als der von

Weidemann et al. verwendete monoklonale Anti-CD14 MEM-18 Antikorper. Auch wurden
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unterschiedliche Mengen der grampositiven Zellwand eingesetzt (bei Heumann 1-10pg/ml,
bei Weidemann 300 ng/ml), so dal eine CD14-Beteiligung von der Konzentration der
Zellwandkomponenten abhéngig sein konnte.

1'% ' haben mit verschiedenen Methoden nachgewiesen, daB bakterielle

Dziarski et a
Peptidoglykane an den CD14-Rezeptor binden und daB3 LPS und Peptidoglykane sich in dieser
Bindung kompetitiv inhibieren. Der monoklonale Antikdrper Anti-CD14 MEM-18 inhibiert
sowohl die Bindung von LPS als auch Peptidoglykane an den Rezeptor, andere CD14 mAk
hemmen hauptsdchlich die Bindung von LPS und haben geringen oder keinen Einflu} auf die
Bindung von Peptidoglykanen an CD14. Der mAk Anti-CD14 Leu M-3 hingegen hat nur
einen hemmenden Effekt auf die Bindung von Peptidoglykanen an CD14, nicht jedoch auf die
Bindung von LPS. Aus diesen Beobachtungen folgern sie, dal CDI14 teilidentische
Bindungsstellen fiir LPS und Peptidoglykane hat und da die Bindung unter

Konformationsdnderung des Rezeptorproteins geschieht.

Eine weitere Arbeit”’, in der verschiedene Anti-CD14 mAk eingesetz wurden, ergab ebenfalls
eine unterschiedliche Beeinflussbarkeit der Monozytenaktivierung durch grampositive
Bakterien: Anti-CD14 mAb 18E12 inhibierte die TNF und IL-10 Produktion sowohl durch
LPS als auch durch hitzeinaktivierte Streptococcus pneumoniae, Anti-CD14 MY -4 hatte zwar
einen hemmenden Einflu} auf die durch LPS stimulierte Zytokinfreisetzung, nicht jedoch auf
die durch S pneumoniae bzw. ihrer PCW ausgeldste. Die Autoren gehen von verschiedenen
Bindungsstellen flir grampositive Bakterienzellwdnde und den MY-4 mAk auf dem CD14-
Rezeptor aus. Sie postulieren eine Therapieoption septischer Infektionen mit Anti-CD14 mAk

anstatt mit Anti-Zytokin mAKk.

Eine Koexistenz CD14-abhingiger und -unabhéngiger Mechanismen bei der Aktivierung von
Monozyten durch grampositive Bakterien beschreiben Cauwels et al.’. In ihren Experimenten
konnte Anti-CD14 die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine durch aufgereinigte
Pneumokokkenzellwinde sowie LPS hemmen, es hatte aber keinen Einflufl auf die durch
ganze Pneumokokken ausgeloste Zytokinproduktion. Sie rdumen jedoch neben der
Moglichkeit eines CD14-unabhingigen Mechanismus auch die Moglichkeit ein, daB3 die
Effekte ganzer Bakterienzellen durch ein anderes Epitop des CD14-Rezeptormolekiils
vermittelt werden, welches durch den Anti-CD14 MY -4 nicht erkannt wird.
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Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten zeigte sich eine Blockierung
des durch grampositive PCW ausgelosten oxidative burst Neutrophiler Granulozyten nach
Zugabe monoklonaler Anti-CD14 Antikérper. Da jedoch die Zugabe von monoklonalen
Antikorpern, die an diesem Prozel3 unbeteiligt sein sollten, dhnliche Wirkung wie das Anti-
CD-14 zur Folge hatten, handelt es sich bei diesem Effekt mdglicherweise um eine
unspezifische Hemmung, deren Erklérung noch aussteht.

Deshalb konnte die Beteiligung des CD14-Rezeptors bei der durch grampositive Zellwiande
ausgelosten Radikalfreisetzung mit den durchgefiihrten Versuchen weder bestdtigt noch

widerlegt werden.
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4.3 Beeinflussung der Apoptose Neutrophiler Granulozyten

Die Auswirkung gramnegativer Bakterien und ihrer Zellwinde auf die Apoptose Neutrophiler
Granulozyten ist weitgehend erforscht, dies gilt jedoch nicht fiir die Effekte grampositiver
Bakterien bei diesem Prozess.

Die Stimulation von Neutrophilen Granulozyten durch hitzeinaktivierte E. coli fiihrt zur
Induktion der Apoptose. Wird vor der Stimulation die Phagozytosefahigkeit der Neutrophilen
Granulozyten gehemmt, so bleibt diese Induktion aus, wodurch belegt wird, dal diese
Wirkung der Bakterien nur nach deren Ingestion durch die Leukozyten entfaltet werden
kann'"".

Eine Stimulation mit LPS, dem als Endotoxin wirkenden Zellwandbestandteil von E. coli, hat
den gegenteiligen Effekt. Sie fithrt zu einem verzogerten Einsetzen der apoptotischen
Vorginge. Werden Granulozyten mit inaktivierten E. coli und LPS gleichzeitig stimuliert, so
wird die Apoptose ebenfalls induziert, was darauf hindeutet, daB3 E. coli bei der Beeinflussung

der Apoptose den stirkeren Stimulus der beiden darstellt''

. Ein weiteres gramnegatives
Bakterium, Haemophilus somnus, ist ebenfalls in der Lage, die Apoptose der Neutrophilen zu

induzieren''’.

In den eigenen Versuchen wurden die Neutrophilen Granulozyten mit stoffwechselaktiven
Pneumokokken, einer Pneumolysin-negative Mutante, unter Neutralisierung des
Wasserstoffperoxids durch Katalase, mit hitzeinaktivierten Pneumokokken und mit
aufgereinigten Zellwénden (PCW) stimuliert.

Dabei erwiesen sich hitzeinaktivierte Pneumokokken als Induktoren der Apoptose
Neutrophiler Granulozyten, stoffwechselaktive Pneumokokken in der gleichen Konzentration
induzierten Nekrose. In niedrigeren Konzentrationen konnte jedoch auch apoptotischer
Zelltod beobachtet werden, was fiir eine Abhédngigkeit des Effekts von der Intensitit des
Stimulus spricht. Ahnlich verhilt es sich auch bei der Stimulation Neutrophiler Granulozyten

mit E. Coli**.

Bei dem Nekrose-auslosenden Effekt durch stoffwechselaktive Pneumokokken spielen
Pneumolysin und bakterielles Wasserstoffperoxid eine wichtige Rolle. Die Stimulation mit

Pneumolysin-negativen Pneumokokken resultierte in einer hdheren Uberlebensrate der
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Neutrophilen Granulozyten. Noch hohere Uberlebensraten konnten durch zusitzliche

Neutralisierung des bakteriellen Wasserstoffperoxids durch Katalase erzielt werden.

Da bei hitzeinaktivierten Pneumokokken weder Pneumolysin freigesetzt, noch
Wasserstoffperoxid produziert wird, fehlt auch die Nekrose-auslosende Wirkung, jedoch

kommt es zur Induktion der Apoptose.

Bakterienzellwidnde werden in der Autolysephase wihrend des Wachstums in die Umgebung

freigesetzt und verfiigen ebenfalls iiber zytotoxisches Potential’" **

. Da Pneumolysin und
Wasserstoffperoxid bei der Apoptoseinduktion durch hitzeinaktivierte Pneumokokken nicht
als Ausloser in Frage kommen, wurden die Neutrophilen Granulozyten auch mit PCW

stimuliert.

PCW hatten im Gegensatz zum LPS keine eindeutig verzogernde Wirkung auf die Apoptose.
In den durchfluBzytometrischen Experimenten konnte sowohl Apoptose als auch Nekrose der
Neutrophilen Granulozyten beobachetet werden. Der Anteil apoptotischer Zellen war dabei
vergleichbar demjenigen in Zellkulturen ohne Stimulation. Diese Beobachtung wurde bereits
von Leblebicioglu et al.*? beschrieben. Die zusitzlich induzierte Nekrose konnte auf die
Wirkung der PCW zuriickgefiihrt werden. Die im Apoptose-ELISA vermindert aufgetretenen
Histon-assoziierten DNA-Fragmente konnen zum einen als verzogert einsetzende Apoptose
oder als bereits abgelaufene Nekrose interpretiert werden. In Verbindung mit den Ergebnissen
der durchfluBzytometrischen Experimente erscheint die eingetretene Nekrose als die

wahrscheinlichere Erklérung.

In vivo wird Apoptose als diejenige Form des Zelltodes angesehen, die zur Terminierung
einer Entziindungsreaktion beitrdgt. Sobald es nach Abtétung der Bakterien zur Phagozytose
durch Neutrophile Granulozyten gekommen ist, haben diese ihre Aufgabe erfiillt und konnen
von dem Ort des akuten Entziindungsgeschehens beseitigt werden. Durch die Aufnahme der
getoteten Bakterien wird die Apoptose induziert, weshalb auch die experimentelle Stimulation
der Neutrophilen mit hitzeinaktivierten Bakterienzellen zu einer Induktion der Apoptose fiihrt.
Die apoptotischen Kérperchen werden dann durch Makrophagen erkannt und aufgenommen®”
81 Auf diese Weise wird vermieden, daB die zugrundegehenden Granulozyten einen weiteren

proinflammatorischen Effekt ausiiben, denn die Freisetzung von Enzymen mit
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gewebsschidigendem Potential (Elastase, Myeloperoxydase) wird bei apoptotischem Zelltod

im Gegensatz zur Nekrose verhindert®.

In dem Liquor von Patienten mit bakterieller Meningitis ist ein Anteil von bis zu 40% an
Neutrophilen in Apoptose beschrieben worden. In einem Tiermodell fiir bakterielle Meningitis
hat der Anteil apoptotischer Neutrophiler Granulozyten 8 h nach Beginn der Behandlung mit
einem [-Lactam-Antibiotika seinen Hohepunkt erreicht®. Diese Ergebnisse belegen, daf
abgetotete Pneumokokken, sowie die Freisetzung von zytotoxischen

Pneumokokkenprodukten die Neutrophilenapoptose in vivo auslosen.
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4.4 Zusammenhang zwischen Radikalproduktion und Apoptose

Die Stellung der Sauerstoffradikale (reactive oxygen species, ROS) bei der Induktion der
Apoptose ist noch nicht endgiiltig geklart.

Viele chemische und physikalische Reize, die zur Induktion der Apoptose fiihren sind
Oxidantien oder 16sen ebenfalls den oxidative burst aus, so z.B. ionisierende oder Bestrahlung
mit UV-Licht®. Auch das Zytokin TNF-a, ein potenter Stimulator des oxidative burst, fiihrt

zur Einleitung der Apoptose40’ »

. Diese Ergebnisse deuten auf eine Rolle der ROS als
Mediatoren der Apoptose hin*’. Allerdings sind ROS auch in der Lage, einen nekrotischen
Zelluntergang auszuldsen, abhidngig von der eingesetzten Konzentration der ROS. In sehr
hohen Konzentrationen ist der Schaden an den zelluliren Strukturen so grof3, daf3 das
apoptotische Programm nicht mehr ordnungsgemif ablaufen kann, was zur Nekrose der Zelle
fiihrt” ?'. Diese Konzentrationsabhingigkeit der Art, wie die Zellen zugrundegehen, gilt fiir
andere Stimulantien, die den Zelluntergang ausldsen, in gleicher Weise*™ .

Umgekehrt sind viele Inhibitoren der Apoptose Antioxidantien oder Stoffe, die die Produktion
der Antioxidantien verstirken, so z.B. Glutathion, N-Acetylcystein, Vitamin E-Analoga und
das Bcl-2 Protein® 3> *¢_ Die als Metallchelatoren wirkenden Dithiocarbamate sind ebenfalls
in der Lage, die Bildung apoptotischer Korperchen zu reduzieren’. Allerdings gibt es auch
Studien, in denen Radikalfdnger, wie z.B. DMSO, Vitamin E oder Thioharnstoff keine

Hemmung der Apoptose zur Folge hatten*® >°.

GemiB Watson et al.'®?

sind ebenfalls sauerstoffradikalabhéingige Mechanismen bei der
Induktion der Apoptose beteiligt: Nach Phagozytose hitzeinaktivierter E. coli durch
Neutrophile Granulozyten wurde ein der Apoptose vorausgehender konzentrationsabhingiger
oxidative burst gemessen, der nach Zugabe von Antioxidantien (DMSO, GSH, NAC)
vermindert war. Die apoptoseinduzierende Wirkung der E. coli war damit ebenfalls deutlich
vermindert. Die eingesetzten Antioxidantien hatten jedoch weder Einfluf3 auf die Phagozytose

noch auf die spontan ablaufende Apoptose der Neutrophilen.

Das Produkt des Protoonkogens bcl-2 vezogert die Apoptose. Es ist in der Lage, in diversen in

86, 107

vitro und in vivo Systemen die Apoptose zu inhibieren , was flir eine gemeinsame

Endstrecke im Auslosemechanismus unterschiedlicher Reize spricht. Hockenbery et al.*
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haben gezeigt, da das Bcl-2-Protein die durch Wasserstoffperoxid induzierte Apoptose
verhindern kann und gefolgert, dal es eine antioxidative Wirkung besitzt. Die sonst
beobachtete und zum Zelltod fithrende Peroxidation der Membranlipide blieb unter dem
Einflu8 von Bcl-2 aus. Fiir die Wirkung als Antioxidans spricht auch, da3 das Bcl-2-Protein
an den Stellen der ROS-Produktion der Zellen lokalisiert werden kann:

1. an den Mitochondrien, wo ROS aus der Atmungskette anfallen,

2. am endoplasmatischem Retikulum, dem Sitz des Zytochrom P-450 Systems und

3. an der Kernmembran.
Kane et al.*® konnten zeigen, daB Bcl-2 in Nervenzelllinien mit entleerten Glutathionreserven
nicht nur die vorzeitige Apoptose, sondern auch die Nekrose verhindern kann, indem es die
zelluldre ROS-Konzentration herabsetzt. Dies kann durch eine direkte Radikalfangerfunktion
des Bcl-2 oder durch einen FEingriff in die Produktion der Radikale, beispielsweise als
Inhibitor des Elektronentransports von den Komplexen I bis III zum Sauerstoff in der inneren
Mitochondrienmembran, erkldrt werden. Eine weitere Moglichkeit stellt die Hemmung des
Kalziumeinstroms in die Zelle durch Bcl-2 dar, denn Ca'-Ionen sind fir den Ablauf

apoptotischer Prozesse erforderlich®.

Als mogliche Mechanismen der Apoptoseauslosung durch freie Radikale kommen nach
Schiadigung der DNA durch ROS die dadurch hervorgerufene Aktivierung der Poly-ADP-
Ribose Transferase einerseits und eine Akkumulation von p53 andererseits in Frage. Im ersten
Fall kommt es nach Polymerisation von ADP-Ribose zu einer Entleerung der zelluldren
NAD/NADH-Speicher und ATP-Vorrite und damit zum Zelluntergangg’ 0,

Auch die Oxidation von vielfach ungesittigten Zellmembranlipiden und Cholesterol durch die
ROS, deren Akkumulation ebenfalls zur Apoptose fiihren kann, kommt als Mechanismus in
Betracht. Besonders hervorzuheben ist dabei die in Bildung von oxygenierten
Arachidonsédurederivaten (HPETE), die als potente Induktoren der Apoptose gelten und deren
Beteiligung an der durch TNF ausgeldsten Apoptose wahrscheinlich ist’” 7. HPETE fiihren
zu einem erhdhten intrazelluldren Kalziumspiegel und konnen somit zur Aktivierung der
kalziumabhingigen Endonuclease beitragen® >°. Ein weiterer moglicher Mechanismus ist die
Aktivierung bestimmter Gene durch die ROS, die die Apoptose in Gang setzen™ ',

Forrest et al.?' sind aufgrund der zeitlich verzogerten Auftretens der Apoptose nach
Exposition gegeniiber Oxidantien ebenfalls der Ansicht, daf nicht die direkte Schidigung der

DNA die Apoptose auslost, sondern dafl vielmehr eine Kaskade von Reaktionen in Gang
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gesetzt wird, an dem ein Anstieg des intrazelluldren Kalziumspiegels beteiligt sein konnte, die

die Aktivierung einer Endonuklease mit der daraus resultierenden Apoptose zur Folge hat.

In den eigenen Versuchen erreichte nach Stimulation der Neutrophilen Granulozyten mit

hitzeinaktivierten Pneumokokken der oxidative burst seinen Peak nach einer Stunde.

Die gleiche Stimulation fiihrte zu einer Induktion der Apoptose. Mit etwa vier bis
fiinfstiindiger Verzogerung zum oxidative burst traten signifikante Mengen an Histon-

assoziierten DNA-Fragmenten auf, die die Einleitung der Apoptose anzeigten.

Die Inkubation der Neutrophilen Granulozyten mit PCW erwies sich ebenfalls als starker
Stimulus fiir den oxidative burst, der bereits nach 30-50 min (je nach eingesetzter
Konzentration) sein Maximum erreichte. Dieses betrug ein Vielfaches der bei unstimulierten
Neutrophilen Granulozyten gemessenen Werte. Anders als bei Stimulation mit
Pneumokokken fiithrten PCW der gleichen Praparation im Apoptose-ELISA jedoch zu nicht
zu einer Induktion der Apoptose im Vergleich zu unstimulierten Neutrophilen.

Dieses Ergebnis 14Bt die SchluBfolgerung zu, dal unter den untersuchten Bedingungen eine

erhohte Sauerstoffradikalfreisetzung nicht zwangsléufig die Apoptoseinduktion zur Folge hat.

Gegen die Hypothese der Apoptoseinduktion durch ROS sprechen ebenfalls Untersuchungen

von Muschel et al.’’

mit dem Ergebnis, dal Apoptose auch unter sauerstoffarmen
Bedingungen stattfindet. Sie schlieen eine Beteiligung der ROS zwar nicht aus, denn in
Kultur mit 95% Sauerstoff zeigten alle untersuchten Zellarten apoptotische Zeichen, jedoch
stimmten sie nicht mit Hockenberry35 und Kane*® iberein, die der Auffassung sind, dal ROS
eine gemeinsame Endstrecke bei der Apoptoseeinleitung durch diverse Stimulanzien bilden,
weil bei Reduktion des Sauerstoffgehalts in der Kultur auf 0,16% bei einer bestimmten Zellart
immer noch Anzeichen der Apoptotse festzustellen waren, obwohl die Konzentration der ROS
nachweislich deutlich reduziert war.

Sie halten es auBerdem fiir unwahrscheinlich, da3 Bcl-2 als Radikalfinger funktioniert,
sondern vertreten vielmehr die Ansicht, daB es liber Beeinflussung eines anderen Mediators
seine Apoptose-hemmende Wirkung ausiibt. In Frage kommen hierbei Anderungen der

zelluldren Kalziumstrome, Hemmung der Funktionen des p53 und Funktion des Bcl-2 als

Signaltransduktionsprotein.
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5 Zusammenfassung

* Vitale und hitzeinaktivierte Pneumokokken, sowie aufgereinigte Pneumokokkenzellwénde

induzieren den oxidative burst Neutrophiler Granulozyten

» Hitzeinaktivierte Pneumokokken sind stirkere Induktoren des oxidative burst,
moglicherweise durch Fehlen der inhibitorischen Wirkung des Pneumolysins oder

aufgrund der Nekrose-Induktion durch vitale Pneumokokken

* Ob der CD14-Rezeptors bei der Induktion des oxidative burst Neutrophiler Granulozyten
durch Komponenten grampositiver Bakterien eine bedeutende Rolle spielt, konnte durch

die durchgefiihrten Versuche weder bestétigt noch widerlegt werden

 Vitale Pneumokokken in hoher Konzentration (10’ CFU/ml) induzieren die Nekrose
Neutrophiler Granulozyten durch Pneumolysin und Wasserstoffperoxid und begiinstigen

somit die Aufrechterhaltung und Ausbreitung einer Entziindungsreaktion
« Inaktivierte Pneumokokken (10 bis 10’ CFU/ml) und vitale Pneumokokken in niedriger
Konzentration (10° bis 10° CFU/ml) induzieren die Apoptose Neutrophiler Granulozyten

und tragen zur Terminierung der Entziindungsreaktion bei

* Aufgereinigte Pneumokokkenzellwinde verzogern einerseits die Apoptoseinduktion,

andererseits scheinen sie die Nekrose der Zellen zu begiinstigen

* Ob durch eine bestimmte Stimulation Apoptose oder Nekrose induziert wird, scheint

weniger von der Art des Stimulus als vielmehr von seiner Konzentration abhéngig zu sein
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Einflul? von Streptococcus pneumoniae auf den oxidative burst

und den Zelltod von Neutrophilen Granulozyten
vorgelegt von Levente Bejo

Abstract

In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkung von Pneumokokken in vitaler und
inaktivierter Form sowie Pneumokokkenzellwidnden auf die Aktivitit und den Zelltod
humaner Neutrophiler Granulozyten untersucht. Als Aktivititsparameter wurde die
Sauerstoffredikalfreisetzung (oxidative burst) gemessen. Neutrophile Granulozyten wurden
sowohl durch wvitale und inaktivierte Pneumokokken, als auch durch aufgereinigte
Pneumokokkenzellwédnde zu vermehrter Sauerstoffradikalfreisetzung angeregt. Bei
Stimulation mit vitalen Pneumokokken fiel die Aktivierung schwicher aus, da hierbei
wahrscheinlich der oxidative burst durch das bakterielle Toxin Pneumolysin gehemmt wurde.
Pneumolysin wird bei der Inaktivierung der Bakterien denaturiert, so entfiel der hemmende
Effekt bei Stimulation der Neutrophilen Granulozyten mit inaktivierten Pneumokokken.

Das Auftreten von apoptotischem Zelltod und Nekrose der Neutrophilen Granulozyten wurde
mittels ELISA und Durchfluzytometrie erfasst und differenziert. Durch den ELISA wurden
Histon-assoziierte DNA-Fragmente bestimmt, mittels DurchfluBzytometrie konnte durch eine
Farbung der Neutrophilen Granulozyten mit Annexin V-FITC und Propidiumjodid der Zelltod
quantifiziert werden. Zusatzlich wurden die Zellen nach in situ tailing mikroskopisch auf das
Vorliegen von Apoptose untersucht. Vitale Pneumokokken in niedriger Konzentration (10° bis
10° CFU/ml) und hitzeinaktivierte Pneumokokken (10° bis 10’ CFU/ml) induzierten die
Apoptose Neutrophiler Granulozyten. Vitale Pneumokokken in héherer Konzentration (10
CFU/ml) Iosten die Nekrose der Neutrophilen aus. Damit konnte gezeigt werden, dal3
Pneumokokken den Zelltod Neutrophiler Granulozyten induzieren. Es ist dabei abhingig von
der Konzentration der Bakterien, ob Apoptose oder Nekrose ausgelost wird. Durch
Stimulation mit Pneumolysin-defizienten Pneumokokken und Neutralisierung des bakteriellen
Wasserstoffperoxids mittels Katalase ist es gelungen, den Anteil vitaler Granulozyten nach
19-stiindiger Kultur von 2 % auf 20 % zu erh6hen. An der Vermittlung zytotoxischer Effekte
von Pneumokokken auf Neutrophile Granulozyten sind Pneumolysin und Wasserstoffperoxid

demnach maligeblich beteiligt.
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