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l. Einleitung
Wdtweit snd Infektionskrankheiten die haufigste Todesursache der Menschen. Zwar hat das

Wisen Uber ihre Audbreitung und Uber die Mdoglichkaten, sch vor ihnen zu schiitzen,
welches vor dlem im Verlauf der letzten hundert Jahre gewonnen wurde, dazu geftihrt, dass
nicht mehr ganze Volkergruppen durch Seuchen ausgerottet werden, dennoch gehtren
Infektionen waterhin zum Alltag.

In dieser Dissertation geht es um bakteridle Infektionen.

Auf weche Weise die korpereigene Abwehr bakteridle Infektionen verhindert, wird im
Folgenden kurz vorgestellt.

[.1 Die kor per eigene Abwehr gegen bakterielle Infektionen
Ba der korpereigenen Abwehr unterscheidet man die spezifische von der unspezifischen

Abwehr.

Die ungpezifische Abwehr ig angeboren. Zu ihr gehtren das Komplementsystem,
Monozyten/Makrophagen und Granulozyten, aber auch Vorrichtungen des Korpers, die es
eindringenden Erregern schwer machen zu persdieren. Beispide dafir and der niedrige pH-
Wet des Magens, die Perigdtik des Dames und die Bewegung der Zilien des
Himmerepithels der Bronchien, welche eingeatmete Erreger wieder aus dem Korper schafft.

Das Komplementsystem i ein Kaskadensysem, ba dem mindestens 20 verschiedene
Pasmaproteine mitwirken, en Antigen, zB. Bakterium, aufzulésen. Dabe gibt es zwe
Maoglichkeiten. Die eine Mdoglichkeit ist, dass Sch das Komplement direkt an das Bakterium
bindet und es auflést. Dies wird ds dternativer Weg bezeichnet. Der klasssche Weg it die
Aktivierung des Komplementsystems durch Immunkomplexe, zB durch @n mit Antikdrpern
(s.u.) beladenes Bakterium.

Makrophagen und Granulozyten phagozytieren Bakterien. Se werden dazu in verschiedener
Weise angeregt, z.B. indem dch das Bakterium an eine ungpezifische Bindungsstelle anlagert,
oder indem en AntigenAntikorper-Komplex, besehend aus zB. e@nem mit Immunglobulin
beladenem Bakterium, von enem spezifischen Rezeptor erkannt wird, oder Se werden
zunéchst chemotaktisch angedlockt und interagieren dann mit auf der Oberflache des
Bakteriums gebundenen Komplementfragmenten. Auch manche bakteridle Peptide, wie zB.
Peptidoglycan, wirken auf die Phagozyten chemotaktisch. Nach Anlagerung wird das
Bakterium ins Zdlinnere aufgenommen und dort abgetGtet und lysert. Dabe spiden Enzyme,
Wassergtoffsuperoxid und Sauerstoffradikale eine grof3e Ralle.



Die spezifische Abwehr wird auch ds adaptives Immunsystem bezeichnet. Dieses System
wird von Lymphozyten aufgebaut. Lymphozyten werden in T- (darunter zytotoxische T-
Zdlen = CD8-Zdlen und T-Hdferzdlen= CD4-Zdlen) und B-Lymphozyten eingeteilt.

Im Knochenmark reifen unzéhlige verschiedene B-Lymphozyten heran, die je nach Art der
Rekombination von den zu Antikorperproduktion bestimmten Genen, unterschiedliche
Antikorper, zB. gegen bakteridle Toxine, produzieren konnen. Um aktiviert zu werden, zu
proliferieren und den Antikorper zu produzieren und zu sezernieren, misen die B-
Lymphozyten Kontakt mit dem entsprechenden Antigen bekommen und von den Cytokinen
der T- Hdferzdlen simuliert werden.

Ein Cytokin der T-Heferzdlen ist z.B. das IFNg, das in dieser Arbeit eine besondere Rolle
Fidt.

Die Sekretion der Cytokine durch die FHeferzdlen setzt voraus, dass den T-Hdferzelen das
Antigen durch Monozyte/Makrophagen oder auch B-Lymphozyten présentiert wurde. Dazu
nehmen diese das Antigen durch Endozytose auf, fragmentieren es proteolytisch und
présentieren es an der Zdlobefldche zusammen mit dem sogenannten MHC-I1-Komplex
(= mgor histocompatibility complex), oder auch HLA-II-Komplex ( human leucocyte
antigen) genannt. Den MHC-II-Komplex/  HLA-II-Komplex bedtzen nur die Monozyten/
Makrophagen und die B-Lymphozyten.

Es exidiet auch noch en MHC-1-Komplex, den dle kernhdtigen Zdlen bestzen. Wird das
Antigen mit diesem présentiert, werden die zytotoxischen T-Lymphozyten aktiviert, die Uber
vide Mechanismen, auf die hier nicht ndher eingegangen werden soll, die antigentragenden
Zdlen lyseren baw. Lymphokine produzieren.

Nach efolgter Aktivierung der B-Lymphozyten und Sekretion von Antikorpern binden sich
die Antikorper an die Antigene und bilden sogenannte Antigen-AntikOrperkomplexe. Sind
diese lodich, werden sSe von Granulozyten aufgenommen und abgebaut. Handelt es sch um
grolere Strukturen, z.B. einen an en Bakterium gebundenen Antikorper, werden diese
ebenfdls phagozytiert, oder das Komplementsysem wird aktiviert, welches den Antigen
Antikérper-Komplex lysert.

Mit Impfungen mecht man dch die korpereigene Bildung von  Antikdrpern  gegen
Bakterientoxine (zB. Tetanusmpfung und Diphtheriempfung) oder Zdlwandbestandteile
(zB. Pneumokokkenimpfung) von Bekterien zunutzee Dazu werden entgiftete Toxine
(Toxoide), abgetotete Bakterien, lebende Bakterien mit abgeschwéchter Virulenz ( atenuierte
Bakterien) oder gereinigte Proteine oder Polysaccharide von Bakterien injiziert. Der Korper
bildet dann auf die oben beschricbene Weise AntikOrper gegen das entsprechende



Bakterientoxin  oder das Bakterium sdber. Diessr Vorgang wird aktive Immunisierung
genannt. Der dadurch entstandene Schutz kann tellweise lebendang anhdten. Wegen groler
Antigenvariabilitéten gibt es jedoch nur gegen verhdtnismddg wenige fir den Menschen
pathogenene Bakterien einen Impfdoff.

Be der passven Immuniserung werden AntikOrper in den Organismus injiziet. Diessr
Schutz hdt nur kurz an und ig nur fir den Krankhatdal, adso thergpeutisch und nicht
prophylaktisch, gesignet.

[.2 IDO-ver mittelte antibakterielle Effekte
Pfefferkorn beobachtete 1984, dass die Stimulation von humanen Fibroblasten mit IFNg, en

von humanen CD4- und CD8 T-Lymphozyten und natrlichen Killerzdlen produziertes
Zytokin, ene intrazdlul&re Vermehrung von Toxoplasmen verhindert. Er konnte zeigen, dass
dieser Effekt ganz dlein auf ener Veramung an Tryptophan beruht, da sich die Toxoplasmen
durch Supplementation von Tryptophan waeiterhin  vermehren  konnten  (Pfefferkorn et
d.,1984). Verantwortlich fir den Tryptophanabbau, der nach Stimulation der Fibroblasten mit
IFNg in Gang gesetzt worden war, konnte e das Enzym Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO)
machen ( Pfefferkorn et d., 1986). Dieses ca 42kDa schwere Enzym, welches Ham ds
proshetische Gruppe enthdt, katdyset die sauerdoffabhdngige Spatung des Pyrrolringes
von Indolaminen wie z.B. Tryptophan, Serotonin oder Melatonin ( Hirata et d., 1972; Hirata
et d., 1974). Es wurde 1963 ersmds isoliert ( Higushi et a.,1963) und 1977 beschrieben
(Hayaishi et d., 1977; Ohnishi et d., 1977). IDO-Aktivitd konnte bisher auler in humanen
Fibroblasten in viden jedoch nicht dlen daraufhin untersuchten menschlichen Geweben
nachgewiesen werden. Darunter waren Monozyten ( Carlin et d., 1989), Makrophagen

( Murray et d., 1989), Adtrozyten ( Daubener et d., 1996) und diverse Tumorzdllinien wie
zB. Glioblasomzdlen ( Daubener et d., 1993), Blasenkarzinomzellen ( Byrne et d., 1986),
Harnwegsepithd- und Nierenkarzinomzdlen und Neuroblasomzellen ( Werner-Flmayer et
a., 1989). Dabe zeigte sich auch, dass der IDO-bedingte Tryptophanmangd nicht nur
Paragtenwachstum hemmit, sondern auch das Wachstum der Tumorzellen einschrénkt

( Takikawaet a., 1988; Carlin et d., 1989).

Neben Toxoplasma gondii konnte auch Chlamydia pdttaci (Byrne et d., 1986; Calin et d.,
1989; Paguirigan at d., 1994; Shemer et d., 1985, Rotherme et d., 1983), ebenfdls en
obligat intrazelulérer Erreger, durch eine IFNg-vermittdte IDO-Induktion daran gehindert
werden, Sch zu vermehren.  Chlamydia trachomatis ( De La Maza et d., 1985) und Rickettsia
prowazekii ( Turco et d., 1986) hingegen waren gegen den |DO-Mechanismus resistent.



Dass dieser Mechanismus auch das Wachstum von extrazellulér |ebenden Bakterien hemmt,
konnte an Streptokokken der Gruppe B (GBS) gezeigt werden ( MacKenzie et ., 1998).

Im Folgenden werden weltere extrazdluldr Iebende Bakterien vorgestellt, die in dieser Arbeit
daraufhin untersucht werden sollten, ob se ebenfdls durch den durch die IDO kadyserten
Tryptophanabbau beeinflusst werden konnten.

1.3 Infektionen durch grampositive und gramnegative Bakterien
Zunéchst sollten grampostive Bakterien untersucht werden. Grampostive Bakterien haben

ene Zdlwand, die sch in der GramFabung - der wichtiggen Differenzierungsfarbung —
blau anfarbt. Gramnegeative Bakterien hingegen haben in ihrer Zdlwand ene dinnere
Mureinschicht und eine zweite Membran; sie werden in der Gram-Farbung rot geférbt.

Staphylokken snd grampogtive Kokken, die sch in Haufen bzw. Trauben anordnen. Die fir
den Menschen ds Krankhetsarreger wichtigden  Arten  snd  Staphylokkus — aureus,
Staphylokokkus epidermidis und Staphylokokkus saprophyticus.  Staphylokokkus aureus
bildet neben ener Vidzahl von pathogenen Enzymen das Enzym Koagulase, welches
Fhbrinogen in Fbrin umwanddt. Mit Hilfe diesess Enzyms kann Staphylokokkus aureus be
lokden Infektionen ene sogenannte Abszessmembran bilden, die den Kem vor ener
korpereigenen Abwehr oder Antibiotika schiitzt. Da bis zu 90% des Krankenhauspersonas
von Staphylokkus aureus bededdt i, ig diessr Kem ds Erreger nosokomider Infekte
bedeutungsvoll. Besonders geflrchtet sind die sogenannten ORSA. Das snd Staphylokokkus
aureus S&mme, die gegen Oxacillin, dem Mittd der Wahl be Infektionen mit b-Laktamase
bildenden Staphylokokken, resstent sind. Bei ORSA-Infektionen bleibt ds letzte
Thergpiemdglichket die Gabe von Resarveantibiotika wie Teicoplanin oder Vancomycin, die
viele Nebenwirkungen haben und sehr teuer sind.

Staphylokokkus epidermidis gehtrt mit  Staphylokokkus sgprophytikus zur  Gruppe der
koagulasenegativen  Staphylokokken und spidt ene groe Rolle be  sogenannten
fremdkorperassoziierten Infekten, da diese Staphylokokken die Fdhigkeit haben, sch an der
Oberflache von Fremdkorpern wie z.B. Kathetern, Herzklappen, Prothesen usw. festzusetzen
und einen Biofilm auszubilden. Dieser Biofilm bietet den Stgphylokokken Schutz gegen
Abwehrmechanismen des Korpers, gegen Antibiotika und Chemotherapeutika

Streptokokken sind unbewegliche, fakultativ anaerobe Kokken, die sch im Gegensaiz zu den
Staphylokokken in Ketten oder Péchen anordnen. Man unterscheidet se anhand



unterschiedlichen Hamolyseverhdtens  ihrer Kolonien auf  Blutagar und  anhand
unterschiedlicher Zdlwandantigene, sogenannter Lancefidd-Antigene.

Unter Alphahdmolyse versent man enen Patidabbau, die sogenannte Vergrinung des
Hamoglobins im Blutagar. Die Kolonien snd von enem grinen Hof umgeben. Betahdmolyse
bezeichnet Abbau der Erythrozyten und des Hamoglobins im Blutagar. Die Kolonien sind von
gnem grolen, durchgchtigen, gdblichen Hof umgeben. Gammahdmolyse bezeichnet
unsnnigerweise die fehlende Hamolyse.

B-Streptokokken sind b-hamolyserend und tragen das Lancefidd-Antigen B. Se snd ene
héufige Ursache fir Neugeborenenmeningitiden, da se die Geburtswege besedeln und somit
intra partum zu einer Infektion fihren kénnen.

Experimente mit der Glioblasomzdllinie 86HG39 ergaben, dass ene dratagige Stimulation
der Zdlen mit 200U/ml IFNg geniigt, um eine Hemmung des Wachstums von Streptokokken
der Gruppe B zu ereichen ( Daubener et a., 1993). Hierfir konnte der durch die IDO
katayserte Tryptophanabbau verantwortlich gemacht werden (MacKenzie et d., 1998).

Enterokokken kommen physiologisch im Dickdarm von Saugetieren, Vogeln und Menschen
vor. Sie konnen im Darm Uberleben, well Se gegen Gdle ressent snd ( H. Hahn, K. Miksts,
S. Gaemann). Se dnd wichtige Erreger von Harnwegsnfektionen, Wundinfektionen,
Gdlenblasenentziindungen, Endocarditiden sowie nosokomiden Infektionen wie Sepss und
Peritonitis ( Wade, JJ. et d., 1995; Jones, R.N. et a., 1995; Handwerger, S. et al., 1993;
Stroud, L.et d, 1996). In dieser Arbeit wurden vor dlem Enterokokken untersucht, die gegen
Vancomycin, enem ausgesprochenen Reserveantibiotikum, resigent snd. Glykopeptide wie
Vancomycin und Teicoplanin sollten nur eingesstzt werden, wenn die Enterokokken gegen
Aminopenicilline, Uredopenicilline und Cotrimoxazol resgent snd. Snd sSe auch noch
gegen Vancomycin  und Tecoplanin  resgtent, gdten de as schwer  thergpierbar.
Vancomycinres stente Enterokokken stellen somit Mediziner bisher vor ein grof3es Problem.
Natlrlich sollten auch gramnegaive Bakterien auf ihre Hemmbarkeit durch den 1DO-
bedingten Tryptophanmangel untersucht werden. Als wichtigse Vertreter der untersuchten
gramnegativen Bakterien snd hier  Hamophilus influenza, Pseudomonas aeruginosa und
Escherichiacali zu nennen.

Hamophilus influenza is en gramnegatives Stdbchen, welches bekgpsdt san kann  oder
nicht. Bedeutungsvoll ds Krankhetsarreger sind die bekgpsdten Hamophili influenzae, da se
durch die Kapsd vor Phagozytose geschitzt werden. Je nach Beschaffenheit der Kapsd

werden die Serovare a his f unterschieden. Hamophilus influenza des Serovars b ( =Hib)



verursacht z.B. die Epiglottitis im Kindesdter und eine Form der bakteridlen Meningitis, die
unbehanddt in fast 100% der Fdle zum Tode fuhrt. Mittlerwelle gibt es einen Impfstoff
gegen Hamophilus influenza b, der nach den Empfehlungen der Standigen Impfkommission

ab dem 3. Lebensmonat eingesetzt werden sollte.

Pseudomonas aeruginosa is ebenfdls en gramnegatives Stdbchen. Es verursacht be
Abwehrgeschwéchten Infektionen wie Pneumonien, Wundinfekte etc. Be
Mukoviszidosepetienten ig die Kolonidiserung der Lunge durch Pseudomonas aeruginosa
en entscheidender Prognosefaktor. Der Kem vermehrt sch leicht in feuchtem Milieu, wie
zB. in Beatmungsmaschinen, s0 dass er ds Erreger nosokomider Infekte eine betréchtliche
Roalle spidit.

Ein héufiger Erreger nosokomider Infektionen ist auch Escherichia coli, dessen nattrlicher
Lebensraum der Darm von Menschen und Tieren is. Durch E. coli verursschte Infektionen
snd Enteritiden, Gdlenweganfektionen, Wundinfekte und Peritonitiden. Fir ene Sepss
kann ebenfals héaufig E. coli verantwortlich gemacht werden.

I.4 1DO-Induktion in Glioblastomzellen, Fibroblasten und Har nwegsepithel zellen
In diesr Arbet wurden ds IDO-exprimierende Zdlen Gliazdlen, Fbroblasen und

uroepithelide Zdlen verwendet.

Gliazdlen hilden die sogenannte Neuroglia, das Huill-und Stiitzgewebe des ZNS. Die in den
Expaimenten diesr Arbat vewendeen Gliazdlen entdammen dnem  humanen
Glioblastom, enem besonders schnell wachsendem ZNS Tumor. Dass diee Zdllinie in der
Lageid, IDO zu exprimieren, konnte schon 1994 gezeigt werden ( Daubener et d.,1994).
Fibroblasten snd Vordufen von Fibrozyten, Zdlen des Bindegewebes. Das Bindegewebe
dient der Umhillung und Unterteilung der Organe und bettet die Organe in die Umgebung
en. Bindegewebe und somit Fibroblasten finden sch auch in unserer Haut, was der Grund
dafir ist, dass Staphylokokken ds typische Hautkeime an Fibroblasten hinsichtlich ihrer
Hemmbarkeit durch Tryptophanmangd untersucht werden sollten. Fbroblasten snd die
eden Zdlen, an denen der antimikrobidle Effekt des IDO-bedingten Tryptophanabbaus
beschrieben wurde ( Pfefferkorn et d., 1984). Die hier verwendeten Fibroblasten entstammen
aus der Vorhaut eines Jungen.

Uroepithelide Zdlen kleden die abletenden Hanwege aus, dazu gehdren Nierenbecken,
Harnleter, Harnblase und der Anfang der Harnrohre. Die Néhe der Harnrohrenmiindung zum
After eklat, waum die mesen Hanwegsnfektionen durch Keme der Damflora z.B
Escherichia coli, Enterokokken, Enterobakterien u.a verursacht werden, die durch die

Harnrohre aufsteigen.
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Aus enem uroepithdiden Kazinom entdammt die  RT4-Zdllinie, die de
Hanwegsepithelzellen diesr  Arbeit représentieren. Dass diese Zdllinie Uber den 1DO-
Mechanismus verfligt, konnte 1998 gezeigt werden.

|.5Zid der Arbeit
Nachdem der antimikrobidle Effekt des IDO-bedingten Tryptophanabbaus bei Toxoplasmen,

Chlamydien und B-Streptokokken bekannt war, sollten in dieser Arbeit weitere extrazelulér
lebende Bakterien auf ihre Hemmbarkeit durch diesen Mechanismus untersucht werden.
Besonders  multiresstente  Bakterien  wie  oxadllinresgente  Staphylokokken  und
vancomycinresstente Enterokokken waren dabel von Interesse. Wenn bel diesen Bakterien
ebenfdls dlein durch Tryptophanmangd eine Bakteriodtase zu ereichen ware, ware die IDO-
Induktion durch IFNg be einer Infektion mit diesen Problemkeimen ds mdgliche Thergpie in
Betracht zu ziehen.

Neben dem Bakterienscreening lag der  zwete Schwerpunkt dieser  Arbeit  auf
Kingtikuntersuchungen mit der  Glioblasomzdlline 86HG39. Be diessn ollten
verschiedenste Konzentrationen von IFNg und Stimulationszeiten ausgetestet werden, um zu
klé&ren, wie lang die Zdlen mit ener bestimmten Konzentration von IFNg simuliert werden
miissen, damit deren IDO-Aktivitét antimikrobidl wirksam ist.

1



Il.Material und M ethoden

1.1 Material

[1.1.1 Laborgeréte
Brutschrank

CO»-begaster Brutschrank
ELISA-Reader
KUhlzentrifugen
Mikroskop

Pipetten

Pipettierhilfe

Sterile Werkbank
Zankammer

Heraeus (Hanau), Incudrive-S
Heraeus (Hanau), B5060 EK/CO,
SLT (Cralsheim),Spectra

Heraeus (Osterode), Megafuge 1.0 R
Zeiss (Kaln), Axiovert 100
Hirschmann

Hirschmann, pipettus-akku

Clean Air, Biohazard

Neubauer

11.1.2 Plastikwar en und sonstige Einwegartikel

Einmdspitzen
Einmaspritzen
Kanulen,versch. Grofien
Multiwellplatten
Microbank
Petrischalen
Plastikpipetten
Sterilfilter

Zd lkulturflaschen,
25- u. 75cn?
Zd|schaber
Zentrifugenrohrchen,
Polypropylen

[1.1.3 Chemikalien
Fotales Kalberserum (FCS)

Interferon g (IFNQ)
L-Glutamin
P-Dimethylaminobenzal dehyd

Polylab

Luer/Dahlhausen (Kdln)
Microlance, Terumo

Cogtar (Bodenheim)
Mast-Diagnogtika

Greiner

Greiner

Millipore (Eschborn), Sterivex

Codgar (Bodenheim)
Greiner (NUrtingen)

Grener, 15ml; 50ml

Gibco (Grand Idand,N.Y )
Rentschler; Thomae
Gibco

Sigma (Deisenhofen)



Essgsiure, 96%

11.1.4 Enzyme
TrypsW/EDTA-L6sung:
0,05/0,02% (w/v)

Merck (Darmstadt)

Seromed ( Berlin)

[1.1.5 Puffer und Stammldsungen

PBSpH 7,3:

Trypanblau:
Ehrlich’s Reagenz:

Serag Wiessner( Naila): 0,8% Natriumchlorid; 0,02%
Kdiumchlorid;0,025% Kaiumdihydrogenphosphat; 0,135%
Dinatriumhydrogenphosphat

0,16% Trypanblau; 0,85% Natriumchlorid in A.dest.

p- Dimethylaminobenzadehyd gel6st in 96% Essigsiure,
12mg/ml

11.1.6 Medien fur Bakterien und Zusitze

Blutagar
Kochblutagar

Columbia-Agar + Blut

Miller -Hinton Brithe

RPMI 1640-Medium:
w/o Tryptophan
Tryptophan
Vancomycin 500:

Antibiotika Stempd-Pads

11.1.7 Bakterien

Difco ( Hamburg):, brain heart diffuson agar mit 5% Schafblut
10g Proteose Pepton; 10g Fleischextrakt; 5g NaCl; 15g Agar;
1000ml Aquadest.; 100ml Pferdeblut

Columbia- Agar 44g/1; Hefeextrakt 3,0g/l; L-Cyseiniumchlorid
0,1g/l; Natriumpyrovat 0,5g/1; Agar 3,0g/l; Glutamin 0,1g/l;
Schafblut 200ml ( versetzt mit 0,69 Glucose)

3,0g Rindfleischextrakt; 17,59 sturehydrolysiertes Casain,
1,59 Stérke

Gibco

Sigma (Deisenhofen)

Lederle:512,6-520,1mg Trockensubstanz enthét 512,6mg
Vancomycinhydrochlorid entsprechend 500mg Vancomycin
Becton Dickinson Europe

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Bakterien stammten zum grofden Tel aus zu
diagnostischen Zwecken engesandten Proben von Patienten der  Universtétsklinik
Dussddorf. Einige Bakteriensgdmme wurden von der ATCC erhdten.
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11.1.8 Systeme zur Bakterienidentifizierung
1. API-Testdreifen:

(bioMerieux, Lyon, France) Streifen mit Mikroréhrchen, in denen Sch Substrate in
dehydratiserter Form befinden, mit deren Hilfe sch
Enzymaktivitét und die Fermentation von Kohlenhydraten
nachwel sen lassen. Beimpft werden die Streifen mit einer aus
einer Reinkultur hergestellten, dichten Suspension. Die
biochemischen Resktionen konnen anhand von Farbumschldgen
abgelesen werden , die entweder spontan wéhrend der
Inkubation oder nach Zugabe von Reagenzien entstehen. Die
Ablesung der Resktionen erfolgt mit einer Ablesetabelle. Die
Identifizierung erhdt man mit Hilfe der Prozenttabelle,des
Analytischen-Profil-Indexes oder der |dentifizierungssoftware.

2. DADE-Microscan: System zur Identifizierung von Bakterien, dasim Prinzip wie
die API-Testgreifen funktioniert; Inkubation und Identifizierung
erfolgen automatisch.

11.1.9 Zdlkulturmedien und Zuséitze
Iscove's Medium: Iscove' s modifiziertes Dulbecco's Medium mit Phenolrot in

Pulverform (Gibco), g6t in Aqua dest. und versetzt mit 3g
NaHCO,/l, 5% FCS, 50mM b-Mercaptoethanol und 2mM
L-Glutamin

K omplementkomponenten im FCS wurden durch 30minutiges
Erhitzen auf 56°C im Wasserbad inaktiviert. Aliquots lagerten
bis zum Gebrauch bel -20°C.

11.1.10 Zdlen und ZdIkultur
Alle Zdlen wurden in Iscove's modifizietem Dulbecco's Medium kultiviert. Se wurden in

75cn?-Kulturflaschen (Costar, Bodenheim) bei 37°C in befeuchteter, mit 10% CO, versetzter
Luft gehdten.

Im Rahmen dieser Arbet wurden drel Zdllinien verwendet.
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Die Zdle 86HG39 ig ene humane Glioblasomzdle, die im Inditut fir Neuropathologie der
Heinrich-Hene-Universté Dussedorf isoliet wurde. Die Zdllinie wurde von T. Bilzer und
Mitarbeitern immunhistochemisch und morphologisch charakterisert (Bilzer et d, 1991).

Die Zdlline RT4 (ATCC-Number HTB-2) sammt aus enem humanem uroepithdidem
Karzinom und wurde von der American Type Culture Collection (Rockville, Maryland)
bezogen. Sie wurde von Rigby und Franks (1970) etabliet und von O'Toole (1972)
eingehend untersucht.

Die Fibroblagen Zdlline HS27 gammt aus humanen Vorhautzdlen (Suss-Toby et a.,1996)
und wurde ebenfalls von ATCC bezogen.
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1.2 Methoden

I1.2.1 Zdlernte und L ebendzdlzéhlung
Fur dle funktiondlen Tests wurden die Zdlen aus den Kulturflaschen geerntet. Dazu wurde

zunéchs das Medium mit ener Pipette entfernt. Daraufhin wurden 5ml TrypsSn/EDTA-
Lésung in die Kulturflasche gegeben. Nach 5 Minuten wurden 9ml FCS-hdtiges Medium
hinzugegeben, und die Zdlen konnten mit einem Zdlschaber (Codtar) abgedst werden. Die
Zdlsuspensgon wurde in ein Zentrifugenrdhrchen Uberfihrt und fir 10 Minuten bei 1200rpm
und 4°C zentrifugiet. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pelet in 5-10ml Medium
resuspendiert. Die Anzahl der lebenden Zdlen konnte dann in der Neubauer-Zahlkammer
festgestd It werden. Dazu wurden die Zellen mit Trypanblau verdinnt.

[1.2.2 Testsysteme
In dieser Arbeit wurden folgende funktionelle Tests durchgeftinrt:

a) IDO-Aktivitdtsmessung

b) Messung des Bakterienwachstums ( OD, CFU)

¢) Messung des Bakterienwachstumsin Antibiotikatitrationen

Die eden beden Tests wurden in 96-wdl Mikrotiterplatten (Costar) angesetzt. Das
Endvolumen in den Vertiefungen betrug in der Regd 200pl. Wurde ein Test mit 86HG39-
oder RT4-Zdlen angesetzt, kamen in jede Vertigfung 3x10* Zdlen; handdte es sich um einen
Test mit Fibroblasten, s wurden in jede Vertiefung 2x10* Zdlen pipettiert. Be der
Simulation der Zdlen mit IFNg gab es verschiedene Varianten. Be den mesten Tests wurde
zuerst das IFNg in Iscove's Medium gddgt in die Vertiefungen gegeben. Es wurde sowohl in
Vedinnungsehen ds auch in konstanten Konzentrationen eingesetzt. Danach wurden die
Zdlen in Iscove's Medium hinzupipettiert. Bei einigen dieser Tests wurden die Zelen nach
bestimmten Inkubationszeiten mit PBS gewaschen, um die IFNg-Stimulation zu stoppen.
Diese in dieser Arbeit ds Kineikexperimente bezeichneten Tests wurden folgendermal3en
durchgefiihrt. Zuers wurden die Zdlen in die Tedplatten ausgesit und Uber 24 Stunden
bebritet, um se adhdent werden zu lassen. Danach wurde das IFNg-hdtige Medium
hinzugegeben. Nach bestimmten Inkubationszeiten wurde das gesamte Medium von den
Zdlen mit ener fenen Nadd abgesaugt und, nachdem die Zdlen zwemd mit PBS
gewaschen worden waren, durch Iscov's Medium ersetzt. Die Zedlen wurden daraufhin Uber
72 Stunden in den Brutschrank getan, wonach de entweder mit enem Bakteriensgamm
infiziert wurden oder die IDO-Aktivitdt nach der unter 11.2.2.a beschriebenen Methode

gemessen wurde.
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Eine andere Moglichket war die Stimulation der Zdlen mit IFNg in der Kulturflasche vor der
Zdlernte und - zéhlung.

Bea dlen Versuchen wurde immer ene Kontrolle ohne IFNg mitgefihrt und immer ene
Drefachbestimmung von jedem Wert durchgefihrt.

I1.2.2a | DO-Aktivitatsmessung
Das Prinzip de IDO-Aktivitdtsmessung i die photometriscche Messung  des

Tryptophanabbauproduktes Kynurenin, das mit dem Ehrlich's Reagenz zu enem geben
Azofarbstoff reegiert.

Um die IDO-Aktivitét bel den oben beschriebenen Testsystemen zu messen, wurden nach den
entsprechenden  Inkubationszeiten 160l des Uberstandes in eine Spitzbodenplatte pipettiert
und 10ul Trichloressgsdure (30%) zugesetzt, um vorhandene Proteine auszufdlen. Es folgte
ene drelligminutige Inkubation im Wassrbad bei 50°C. Die ausgefdlenen Proteine wurden
10 Minuten bei 1800rpm abzentrifugiert. Dann wurden 100pl des Ubergtandes in ene
Flachbodenplatte Uberfihrt und mit 100ul Ehrlich’'s Reagenz versetzt. Anschlielend wurde
die Absorption be 492nm im ELISA-Photometer (SLT Labingruments, Cralsheim)
gemessen. Die Stéarke der Absorption bel 492nm représentiert die Menge an  gebildetem
Kynurenin ( Daubener et d.,1994).

11.2.2b Messung von Bakterienwachstum (OD-M essung, CFU-Bestimmung)
Um fedzuddlen, wie sch die IDO-Aktivitd auf das Wachsum von Bakterien auswirkt,

wurden die oben beschriebenen Testsysteme nach ihrer Inkubation mit Bakterien versetzt.

Dazu wurde eine Einzekolonie in Iml RPMI 1640 Medium (ohne Tryptophan) suspendiert.
Diese Suspenson wurde in 5 Schritten jeweils 1:10 verdinnt, ebenfdls in RPMI 1640
Medium, um dem Text nachtrglich kein Tryptophan zuzufUhren. Von ener - mes der
vierten - Verdinnungsstufe wurden 10l in jede Vertigfung der Tedplatte pipettiet. Um die
Anzahl der engesetzten Bakteien ( Einsaat) zu emitteln, wurden 10ul aus jeder
Verdinnungsstufe as Doppelbesimmung auf ene Blutagarplaite pipettiert. Nach Inkubation
Uber Nacht wurden die gewachsenen Kolonien ausgezéhlt. Die Anzahl der Kolonien
entsprach der der eingesetzten Bakterien.

Um zu sehen, ob dch der das Bakterienwachsum hemmende Effekt des IFNg durch
Tryptophan aufheben lasst, wurden zusdizlich Tedtrethen angesetzt, be denen nach den
Bakterien noch Tryptophan in ener Endkonzentration von 75ug hinzupipettiert wurde.
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OD-Messung: Nach Inkubation Uber Nacht be 37°C  wurde das Bakterienwachstum im
ELISA-Photometer gemessen. Dabel entsprach die Stdrke der Absorption bel 620nm der
Dichte (Menge) der gewachsenen Bakterien.

CFU-Bestimmung: Eine andere Methode zur Bakterienwachstumsbestimmung ds die der
Dichtemessung im Photometer war die Colony-forming-Units-Besimmung (CFU). Dabel
wurde aus den zu bestimmenden Tedrehen aus dreé Vetiefungen gleichen Inhdts
(Dreifachbestimmung) jewells nach Resuspenson 10yl entnommen und die insgesamt 30ul in
Iml Iscov's Medium gemischt. Davon wurde eine 1:10 Verdinnungsreihe angefertigt und wie
bel der oben beschriebenen Einsastbesimmung von jeder Verdinnungsstufe zwema 10ul
auf Agar pipettiert und Ober Nacht bebritet. Anhand der gewachsenen Kolonien konnte
ausgerechnet werden, wie viele Bakterien Sch in den Vertiefungen befanden.

I1.2.2c Bakterienwachstum in Antibiotikaver dinnungsrehen (MHK-Bestimmung)
Mit Hilfe dieses Tests kann man die minimae Konzentration eines Antibiotikums bestimmen,

die augecht, um das Wachsum enes Bakteriensammes zu hemmen. Dazu wird zundchst
eine Kolonie des Bakteriensammes Uber 18 Stunden in Medium inkubiert. Die entstandene
Bakteriensuspension enthdt ca 10° Kememl. 1 ml davon wird mit 9ml Medium verdinn,
sodass eine Konzentration von ca 10° Kemevml entsent. Um die fir die Einsat
gewiinschte Konzentration von ca 10° Keimen/ml zu erdchen, verdinnt man 02ml der
Bakteriensuspenson mit 19,8ml Medium.

Dann wird eine Vedinnungsehe des Antibiotikums mit mindesens 15 Verdinnungsstufen
und ene Kontrollreihe, die nur Medium enthdt, angefetigt. Das Volumen jeder
Antibiotikaverdinnung ist 1ml. Von der Bakteriensugpenson wird 1ml hinzupipettiert, sodass
das Endvolumen 2ml is. Es folgt eine Inkubation Uber Nacht im Brutschrank be 37°C,
wonach das Ergebnis abgdesen wird. Die minimde Hemmkonzentration i die
Konzentretion, bel der noch keine Tribung engetreten ist, nach der aber dle niedrigeren
Konzentrationsstufen getribt Snd.
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[Il. Ergebnisse

I11.1 1DO-ver mittelte Effekte gegen grampositive Bakterien
Die zunéchg vorgesditen Expeimente wurden mit der Glioblastomzdllinie 39HG86

durchgeftihrt. Dass auch be den in diessr Arbat verwendeten Generdionen diessr Zdllinie
nach Stimulation mit IFNg das Enzym Indolamin 2,3 Dioxygenase induziert wird, wird aus
den Abbildungen 1a und b deutlich. Wie berats in der Einlatung erklart, kataysert die IDO
den sauerstoffabhdngigen Abbau von Tryptophan zu N-Formylkynurenin. In vitro zerfdlt N-
Formylkynurenin  spontan zu  Kynurenin und Formiat. Dieses Kynurenin wurde be dem
Experiment zu Abb.la mit der in Materid und Methoden unter 11.2.2 vorgestellten Methode
gemessen. Es dient ds Parameter fUr die induzierte IDO-Aktivitét.

Abbildung la
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Abb.la: Bei dem Experiment zu dieser Abbildung wurden 86HG39-Zellen Uber 72 Stunden mit
verschiedenen Konzentrationen von IFNg inkubiert. Dabei wurde das Medium mit 50ug/ml
Tryptophan supplementiert, um gentigend Substrat bereitzustellen. Nach der Inkubationszeit
wurde die IDO-Aktivitat gemessen. Die hierbei verwendete Methode, bei der die Menge des
Tryptophanabauproduktes Kynurenin photometrisch gemessen wird, wird unter 11.2.2a
beschriebenen.

Die Abbildung 1b zegt, dass die Vemehrung von Staphylokokken durch vorherige
Stimulation der 86HG39-Zdlen mit IFNg verhindet werden kann. Andatt wie bel dem
Expariment zu Abb.la nach der Stimulatioszeit Kynurenin im Uberstand zu messen, wurden
be diesem Experiment nach der Stimulationszeit Stgphylokokken hinzupipettiert. Das

Bakterienwachsum wurde nach ener weteren Inkubationszeit von 24 Stunden nach der in
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Materia und Methoden unter 11.2.2. erlauterten Methode gemessen. Es zeigt sich, dass bel
gner 72qundigen Stimulation der Zdlen mit 25U/ml IFNg die Bakteriendichte bereits
abnimmt, bel ener Konzentration von 50U/ml igt praktisch nur noch die Dichte der
eukaryontischen Zellen im Testsysem zu messen. Das helld, das Bakterienwachstum ist hier
vollgandig gehemmt.

Abbildung 1b
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Abb. 1b: Auch bei dem Experiment dieser Abbildung wurden 86HG39-Zellen mit verschiedenen
IFNg-Konzentrationen von 200 U/ml bis 0 U/ml stimuliert. Nach 3 Tagen Inkubation
wurden die Zellen mit einem Staphylokokkus aureus Stamm infiziert. Nach einem weiteren
Tag Inkubation wurde das Bakterienwachstum nach der unter 11.2.2b beschriebenen
Methode, bei der die Bakteriendichte photometrisch gemessen wird, bestimmt.

In dieser Arbeit wurden insgesamt 37 Staphylokokkus aureus Stdmme auf ihre Hemmbarkeit
durch IDO-bedingten Tryptophanmangd untersucht. Davon liefen sch 15 in  ihrem
Wachstum unterdriicken (ohne Abbildung).

Das Verhdtnis von hemmbaren zu nicht hemmbaren St&mmen von ca 40:60 war auch bel
den insgesamt 22 besonders resstenten ORSA (Oxacillin resstente Staphylokokkus aureus
Sanme) vorhanden. Abbildung 2 zeigt das Ergebnis enes Experimentes, das mit ORSA
durchgefhrt wurde.
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Abb.2: Be diesem Experiment wurden 86HG39-Zellen liber 72 Stunden mit 200 U/ml IFNg inkubiert
und anschlieBend mit den verschiedenen Oxacillin resistenten Staphylokokkus aureus
Stémmen versetzt. Nach weiteren 24 Stunden Inkubation wurde das Bakterienwachstum nach
der unter 11.2.2 beschriebenen Methode gemessen. In der Balkengraphik ist das Wachstum
von 22 verschiedenen ORSA mit je 3 Balken dargestellt. Der schwarze Balken zeigt das

Bakterienwachstum in Kulturen von IFNgstimulierten Zellen ohne
Tryptophansupplementation, der graue Balken das Wachstum mit
Tryptophansupplementation, und der weil3e Balken stellt die Kontrollgruppe dar, bei der
unstimulierte Zellen mit den Staphylokokken versetzt wurden.

Von 24 getesteten Staphylokokkus epidermidis Stammen waren sogar 21 Stamme  durch
IFNg-induzierte  IDO-Aktivitst hemmbar. Da koagulasenegative  Staphylokokken — wie
Staphylokokkus epidermidis besonders héufig Antibiotikaresstenzen aufweisen und  somit
schwer zu thergpieren sind, it das Ergebnis der Experimente , die in Abbildung 3 dargestellt
sind, besonders beachtlich.
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Abbildungen 3a und 3b: Fir diese Experimente wurden 86HG39-Zellen Uber 72 Stunden mit
200U/ml IFNg stimuliert und anschlieRend mit den verschiedenen Staphylokokkus
epidermidis Stammen infiziert. FUr das Experiment der Abbildung 3a wurden 12 Methicillin-
bzw. Oxacillin- sensible Staphylokokkus epidermidis Stamme eingesetzt, fir das Experiment
der Abbildung 3b 12 Methicillin-resistente Staphylokokkus epidermidis Stdmme. Nach 24
Stunden wurde das Bakterienwachstum nach der unter 11.2.2 beschriebenen Methode
gemessen. Die Ergebnisse sind in Form einer Balkengraphik dargestellt, bei der jedem
Bakterienstamm drei  Balken zugeordnet sind. Der schwarze Baken zeigt das
Bakterienwachstum ohne  Tryptophansupplementation, der graue Balken das
Bakterienwachstum mit Tryptophanzusatz, und der weil3e Balken stellt die Kontrollgruppe
dar, bei der unstimulierte 86HG39-Zellen mit Bakterien infiziert wurden.




Nun wurden verschiedene Streptokokken auf ihre Hemmbarkeit durch den 1DO-Mechanismus
untersucht.

Alle 5 geteteten St&mme von B-Streptokokken waren in den in dieser Arbeit durchgefihrten
Experimenten durch den IDO-Mechanismus hemmbar. Von den 8 getesteten Streptokokken
der Gruppe A, die wie die B-Streptokokken b-hamolyserend sind, waren 6 Stamme gegen
den IDO-Mechanismus resgent. Ein Stamm war hemmbar, und ener zeigte auch ohne IFNg
photometrisch kein Wachsum. Die 2 getesteten Pneumokokkengdamme waren dem IDO-
Mechanismus gegentber resstent, und der enzige untersuchte G-Streptokokkus zeigte sich
hemmbar (ohne Abbildung).

Als néchgte Gruppe wurden  Enterokokken untersucht. Die Ergebnisse dieser Experimente
werden gesondert in Kapitel 3.3 vorgestellt.

[11.2.Vergleich der IFNg-ver mittelten Wachstumshemmung bei ver schiedenen
Bakterienstdmmen

Das Bakterienwachstum der verschiedenen getesteten Bakterien wurde nicht nur anhand der
Dichtemessung Uberprift, sondern auch mit der Bestimmung der sogenannten Colony
forming Units (CFU). Diese Methode, die im Kapite ,Materid und Methoden* unter dem
Punkt 11.2.2 vorgestdlt wird, erlaubt eine prézise Bestimmung der im Medium vorhandenen
Bakterienanzahl. Mit der CFU-Bestimmung kann ebenfdls wie mit der Dichtemessung die
bakterienwachstumshemmende Wirkung der IDO-Aktivitdt nachgewiesen werden.

Ba der Bestimmung der CFU fid jedoch auf, dass der Einfluss der IDO-Induktion bel
verschiedenen  Bakterienarten  en unterschiedliches  Ausmad  hate  So war  die
Bakterienanzahl von Stgphylokokkus aureus im Testsygtem mit IFNg-gimulieten Zdlen um
bis zu 6 Zehnerpotenzen niedriger as in der Kontrollgruppe mit nichtstimulierten Zellen,
wéhrend bel Enterokokken und Gruppe B Streptokokken dieser Unterschied nur bis zu 2
Zehnerpotenzen  ausmechte.  Abbildung 4 zegt die CFU-Betimmung  enes
Staphylokokkensammes. Bel dem Experiment zu dieser Abbildung wurden 86HG39-Zdlen
Uber 3 Tage mit 200U/ml IFNg dimuliert, danach mit dem Stgphylokokkengamm infiziert
und fir einen Tag weiter inkubiert. Aus dem Uberstand wurden Proben entnommen und 1:10
verdinnt. Von jeder Verdinnungsstufe wurden 2 x 10ul entnommen und auf Blutagar enen
weteren Tag bebrltet. Die in den Verdinnungsstufen gewachsenen Kolonien snd auf den
Blutagarplatten in der Abbildung 4 zu sehen. Man Seht an der mittleren Agarplatte, dass das
Bakterienwachgum im Medium der mit IFNg dimulieten Zdlen um 5 Zehnerpotenzen

reduziert wurde.
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Abbildung 4

Medium IFNQ+Trp.

Abb. 4: 86HG39-Zellen wurden Uber 3 Tage mit 200U/ml IFNg stimuliert und dann mit einem
Staphylokokkus aureus Stamm infiziert. Nach einem weiteren Inkubationstag wurde das
Bakterienwachstum nach der Methode der CFU-Bestimmung ( s. 11.2.2.b) gemessen. Auf den
Agarplatten sieht man in der oberen Halfte von rechts nach links die Verdiinnungsstufen 1-4,
in der unteren Ha&fte von rechts nach links die Verdinnungsstufen 58. Pro
Verdinnungsstufe sind in einer Doppelbestimmung die Kolonien zu sehen, die in 10ul der
Verdiunnungsstufe gewachsen waren. Auf der mittleren Agarplatte sind die Kolonien zu
sehen, die aus dem Uberstand der mit IFNg stimulierten Zellen angeziichtet werden konnten.
Auf der linken Agarplatte befinden sich die Kolonien, die aus dem Uberstand von nur mit
Iscov's Medium inkubierten Zellen stammen. Die rechte Agarplatte zeigt die Kolonien der
Staphylokokken, die nach Tryptophansupplementation im Uberstand der mit IFNg
stimulierten Zellen gewachsen waren.

In Abbildung 5 ig der Unterschied zwischen Bakteriengattungen hindchtlich der IDO-
Wirkung am Bespid enes Enterokokkensammes und enes Staphylokokkenstammes
dargestellt.
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Abbildung 5b
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Abb.5: RT4Zellen wurden nach 4tagiger Stimulation mit 200U/ml IFNg mit einem
Enterokokkenstamm ( E. durans) und 86HG39-Zellen nach 4tdgiger Stimulation mit
ebenfalls 200U/ml IFNg mit einem Staphylokokkenstamm ( Staph. aureus) infiziert. Ein Teil
der Zellen wurde mit 75ug/ml Tryptophan supplementiert. Nach einem weiteren
Inkubationstag wurde das Bakterienwachstum mittels CFU-Bestimmung (Abb.5a) und
Dichtemessung (Abb.5b) ermittelt. Die Balken in Abb.5a zeigen die Anzahl der Kolonien,
die in10ul des Uberstandes gewachsen waren. Die Balken in Abb. 5b stellen die optische

Dichte dar.

Dass im inteferonhdtigen Medium vid weniger vermehrungstéhige Staphylokokken as
Enterokokken vorhanden waren, lief3 annehmen, dass diese Bakterien einen unterschiedlichen
Tryptophanbedarf haben. Um zu zeigen, ab welcher Konzentration von Tryptophan der Effekt
der  IDO-Induktion  antagoniset  wird, wurden Experimente mit  verschiedenen
Konzentrationen von Tryptophan durchgefiihrt. Es wurden 3 verschiedene Bakterienarten
eingesetzt, die aus den Ergebnissen der CFU-Bedimmungen auf enen unterschiedlichen
Tryptophanbedarf  schliel¥en  liefien:  Staphylokokkus aureus, Enterokokkus faecium und
Streptokokkus der Gruppe B. Als IDO-exprimierende Zdllinie wurden 86HG39-Zdlen Uber 3
Tage mit 300U/ml IFNg inkubiet und anschlieffend mit den Bakterien und den
Titrationsstufen von Tryptophan versetzt. Zundchst wurden 8 Titrationsstufen von 100ug/mi
bis Oug/ml Tryptophan gewdhlt, da in bisherigen Experimenten 75ng/ml Tryptophan sSicher
augereicht  hatten, um die Wirkung der IDO-Induktion zu antagoniseren und en
Bakterienwachsum zu ermoglichen. In diessm Expeiment ( ohne Abbildung) zegte sch,
dass der entscheidende Bereich, in dem der Tryptophanantagonismus wirksam i, unterhab
von 6,25ug/ml Tryptophan liegt. Um diesen Bereich bessr zu untersuchen, wurde ein
weiteres Experiment durchgefihrt, bel dem insgesamt 16 Titrationsstufen von Tryptophan

25



verwendet wurden. Diesmd wurden die Zelen mit einer IFNg-Konzentration von 200U/ml

stimuliert. Abbildung 6 gibt das Ergebnis dieses Experimentes wieder.

Abbildung 6
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Abb. 6: In diesem Experiment wurden 86HG39-Zellen iber 72 Stunden mit 200U/ml IFNginkubiert.
Anschlief3end wurden die 3 Bakterienarten Staph. aureus, Strep.B und Enterokokkus faecium
getrennt in die dafir vorgesehenen Testreihen pipettiert und jeweils die 16 Titrationsstufen
von Tryptophan hinzugegeben. Nach weiteren 24 Stunden Inkubation erfolgte die Messung
der Bakteriendichte im Photometer bel 620 nm.

Dea Berdch unter 6,25 pg/ml Tryptophan it in diesr Kurvengraphik besser zu beurtellen.
Sowohl  die Streptokokken ads auch die  Enterokokken fangen bel  ener
Tryptophansupplementation von ca 0,097 pg/ml an zu wachsen, wéahrend Staphylokokken
dazu erst bal einer Supplementation von ca. 3,125 pg/ml in der Lage sind.

[11.3. IDO-ver mittelte Effekte gegen gramnegative Bakterien
Be den Experimenten, die durchgefihrt wurden um zu efahren, welche Bakterien durch die

IDO-Induktion hemmbar saien, lag der Schwerpunkt in dieser Arbeit auf der Untersuchung
grampositiver  Bakterien. Zwar wurden auch Experimente mit gramnegativen Bakterien
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durchgefiihrt, jedoch in  geingerem Umfang. Insgesamt wurden 59  gramnegdive
Bakterienddmme (  darunter groftenteils Enterobacteriaceae) nach dem unter [1.2.2
beschriebenen Vefdiren getestet. Im Rahmen diesr Arbeit konnte darunter ken

reproduzierbar hemmbarer Kem gefunden werden.

[11.4 Antibakterielle Effekte durch Fibroblasten
Nachdem bisher in dieser Arbeit die megen Experimente mit der Glioblasomzdllinie

86HG39 durchgefihrt worden waren, sollten nun weitere Versuche mit Zdlen anderen
Ursorungs efolgen. Diee Zdlen sollten mit Bakterien infiziet werden, mit denen Se dSch
auch in vivo aussinandersetzen muissen.

Die Abbildungen 7 a und b zeigen, dass auch humane Fibroblasten in der Lage sind, nach
Simulation mit IFNg IDO zu hbilden. Be diesem Experiment wurde die IDO-Aktivitét sowohl
anhand des Tryptophanabbauproduktes Kynurenin bestimmt, as auch an der Fahigkeit, einen
bekannt hemmbaren Keim im Wachsdum zu unterdriicken. Die  Fibroblasten wurden mit
verschiedenen Titrationstufen von humanem IFNg simuliet. Auf diese At und Welse solite
geklat werden, &b wecher Konzentration von IFNg die IDO der Fibroblasten mef3oar
Tryptophan abbaut und welche Konzentration von IFNg zur Stimulation dieser Zdlen ndtig
ist, um das Bakterienwachstum zu hemmen.

Abbildung 7a
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Abb. 7a: Humane Fibroblasten wurden mit IFNg in Konzentrationen von 400 U/ml bis 0 U/ml
stimuliert. Ein Teil der Zellen wurde zusétzlich mit Tryptophan in einer Konzentration von
50pug/ml supplementiert, sodass zusammen mit dem in Iscov's Medium enthaltenem
Tryptophan eine Ehdkonzentration von 66upg/ml erreicht wurde. Nach drei Tagen Inkubation
wurde das Tryptophanabbauprodukt Kynurenin nach der Methode, die unter Il.2.a
beschrieben ist, gemessen. Die untere Kurve zeigt die photometrisch bestimmte Menge an
Kynurenin, die ohne Tryptophansupplementation gebildet wurde, die obere Kurve stellt die
Kynureninmenge dar, die nach zusétzlicher Tryptophangabe gewonnen wurde.
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In der Abbildung 7 a kann man erkennen, dass bereits bei ener Stimulation mit IFNg in ener
Konzentration von 6,25 U/ml  Kynurenin im Uberstand messbar wird. Das entspricht dem
Ergebnis, das be enem &uivdenten Experiment mit der Glioblastomzdllinie 86HG39
erzidt wurde.

Weiterhin seht man an der unteren der beiden Kurven in dieser Abbildung, dass in diesem
Testsysem ba 50 U/ml IFNg simtliches im Medium vorhanden gewesenes Tryptophan zu
Kynurenin abgebaut wurde, da die Kurve ab hier ein Plateau ereicht. Sedbst be ener
Stimulationsdos's von 400 U/ml IFNg bleibt die Menge an gebildeten Kynurenin gleich. Dass
die IFNg-induzierte IDO-Aktivitét aber in der Lage ist noch mehr Tryptophan ds in Iscov's
Medium enthaten ist abzubauen, seit man an der oberen Kurve. Dort wurden zu dem
Tryptophangehdt von ca 16 pg/ml, der normderweise im Iscov's Medium enthaten ist, noch
weitere 50 pg/ml Tryptophan hinzugegeben.

Als né&hstes wurde getestet, &b wecher zur Stimulation eingesatzten Konzentration von
IFNg, die IDO-Aktivitst der Fibroblasten ausreichend id, das Bakterienwachstum zu
hemmen.

Abbildung 7 b zeigt das Ergebnis dieses Experimentes.

Abbildung 7b
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Abb.7b: Humane Fibroblasten wurden Uber drei Tage mit Titrationsstufen von humanem IFNg
inkubiert. AnschliefRend wurden sie, wie es unter 11.2.b beschrieben ist, mit einem bekannt
hemmbaren Staphylokokkus aureus Stamm infiziert. Dabel wurde zu einem Teil der Zellen
noch zusédtzlich Tryptophan in einer Konzentration von 75ug/ml gegeben. Nach einem
weiteren Tag Inkubation wurde die Bakteriendichte bei 620nm photometrisch gemessen.
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Passend zu dem Ergebnis, dass bereits ab einer IFNg-Konzentration von 6,25 U/ml messbar
IDO induziert wird, seht man in der Abbildung 7 b, dass auch die Bakteriendichte ab dieser
Konzentration von IFNg abzunehmen beginnt. Bel einer IFNg-Konzentration von 50 U/ml it
die Vermehrung des Staphylokokkenstammes ganzlich unterdriickt.

Diese Ergebnisse mit Fbroblasen entsorechen denen, die mit der Glioblastomzdllinie
86HG39 gewonnen wurden ( Sehe Kapitd 111.1, Abbildungen 1a und b ). Die Fibroblasten
reagieren auf |IFNg-Stimulation mit der glachen Intenstd an IDO-Induktion wie die
Glioblasomzdllinie 86HG39 und damit mit dem glechen daaus resultierenden
Tryptophanabbau und der Moglichkelt, dadurch Bakterien in ihrem Wachstum zu hemmen.

[11.5 Antibakterielle Effekte durch uroepitheliale Zellen
Als néchges wurde die RT4-Zdllinie untersucht, ene Zdllinie, die ihren Urgprung in enem

humanem uroepithdidem Kazinom nimmt. Auch diese uroepitheiden Zdlen, von denen
bereits bekannt war, dass se Uber IDO-Aktivitéd verflgen, sollten mit Bakterien in Kontakt
gebracht werden, mit denen sie Sch auch in vivo auseinandersetzen miissen.

Die getesteten Isolate von Escherichia coli und Enterobacter waren gegeniber dem IDO-
Mechanismus resistent (siehe Kapite 111.3).

Experimente  mit Enterokokken, die in Tedsysemen mit Glioblagomzdlen auf ihre
Hemmbarkeit durch IFNg-induziete 1IDO-Aktivitét untersucht wurden, ergaben, dass 27 von
29 Enterokokkenst&mmen durch diesen Mechanismus im Wachstum unterdriickt wurden. 2
Iolate ligfen sch im  Kulturmedium nicht  vermehren  (ohne Abbildung). Be  den
Enterokokkeng&mmen handdte es sch um multiressente Stamme. 14 von ihnen waren
sogar  gegen  Vancomycin  redgtent. Dass auch diese  besonders  geflrchteten
vancomycinresstenten Enterokokken durch den IDO-Mechanismus im Wachstum hemmbar
waren, macht die Ergebnisse besonders bemerkenswert.

Nun sollte geprift werden, ob diese Ergebnisse, die mit IFNg-simulieten Glioblastomzdlen
gewonnen worden waren, auch auf die Harnwegsepithelzellen Ubertragbar waren. Es wurden
adso &uivdente Experimente mit RT4-Zdlen und den berdts getesteten Enterokokken
durchgeftinrt.

Die Abbildung 8 zeigt das Ergebnis eines solchen Experimentes, ba dem IFNg-dimuliete
RT4-Zdlen mit 15 bereits bekannt hemmbaren Enterokokkenst@mmen infiziet wurden. Bel
12 dieser Enterokokkenstdmme ( dle auf3er Nr. 2, 4 und 15) handete es sch um
vancomycinresgente  Stamme. lhre  Vancomycinressenz  wurde  durch  enen
Rehenverdinnungstest bestétigt (ohne Abbildung). Alle 15 Enterokokkengamme konnten in



dem Experiment mit den uroepithdiden Zelen genauso wie in den Experimenten mit den
Glioblastomzdlen in ihrem Wachstum unterdriickt werden.
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Abb.8: RT4Zelen wurden Gber 4 Tage mit 200 U/ml humanem IFNg stimuliert und anschlief3end
mit den Enterokokkenstdmmen 115 infiziert. Bis auf die Stémme 2 , 4 und 15 sind dle
Stdmme vancomycinresistent. Das Bakterienwachstum wurde nach einem weiterem
Inkubationstag nach der unter 11.2.2 beschriebenen Methode gemessen. In der Balkengraphik
zeigen die schwarzen Balken die Bakteriendichte der Enterokokken, die in den Testfeldern
mit IFNgstimulierten RT4-Zellen gewachsen sind. Die grauen Balken stellen die
Bakteriendichte dar, die nach Tryptophansupplementation gewachsen sind, und die weil3en
Baken zeigen die Kontrollgruppe, d.h. die Bakteriendichte der Enterokokken, die in
Testfeldern mit nur in Iscov's Medium kultivierten RT4-Zellen gewachsen sind.

[11.6 Kinetik der 1DO-Induktion
Die Abhangigkeit der IDO-Induktion von der zur Zdldimulation engesstzten IFNg

Konzentration wurde bereits in Kapite 111.1 dargestdlt. Nun sollte herausgefunden werden,
wie lange die Zdlen mindestens mit den verschiedenen Konzentrationen von IFNg inkubiert
werden mussen, damit eine IDO-Induktion stattfindet.

Eine ede Tedmethode war, die Zdlen in der Kulturflasche Uber verschiedene Zetréume mit
IFNg zu inkubieren. Anschlief®end wurden de auf die Ubliche Welse geerntet, wodurch das
interferonhatige Medium entfernt wurde, und in die Tedplaten pipettiet. Nach einer
weiteren  Inkubationszeit wurde die IDO-Aktivitdt anhand der Kynureninmenge im Ubergtand
gemessen. Das erste Experiment, das nach dieser Methode durchgefiihrt wurde, wird in der
folgenden Abbildung vorgestdlt.
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Abb.9: Be diesem Experiment wurden 86HG39-Zellen in den Kulturflaschen, in denen sie
gewachsen waren, mit IFNg in einer Konzentration von 200U/ml oder nur Medium Uber 2
bzw. 4 Stunden inkubiert, anschlie3end mit Trypsin wie in 11.2.1 beschrieben geerntet und in
die Testplatten pipettiert. Die Zellen, die 72 Stunden lang mit IFNg stimuliert wurden,
wurden wie in den vorhergehenden Experimenten zundchst geerntet und in die Testplatten

pipettiert und dann bis zur Kynurenin-Messung mit IFNg versetzt inkubiert. Die schwarzen
Balken in dieser Graphik zeigen die Kynureninmenge, die im Medium nach 2- und
4stindiger bzw. 3tagiger Inkubation der 86HG39-Zellen mit 200U/ml IFNg photometrisch
gemessen wurde. Die weil3en Balken zeigen die Kontrolle, bei der die Zellen nur in Medium
inkubiert wurden.

In  diessm Expeiment konnte noch ken  wesentlicher Unterschied in der
Kynureninkonzentretion im Medium von mit IFNg dimulieten zu nicht simulieten Zdlen,
die Uber 2 bzw. 4 Stunden in den Kulturflaschen inkubiert worden waren, gefunden werden.

Als néchgtes wurde eine andere Methode getestet. Die Zelen wurden dazu zunéchst geerntet,
in die Tedtplatten pipettiert und mit verschiedenen Konzentrationen von IFNg inkubiert. Nach
betsimmten Stimulationszeiten  wurde zum enen die IDO-Aktivitst anhand  der
Kynureninkonzentration im Uberstand gemessen, zum anderen wurde das IFNg-hdtige
Medium mit der Pasteurpipette abgesaugt, und die Zdlen wurden zweimd gewaschen, indem
ihnen PBS hinzugesetzt wurde, welches dann wieder mit der Pasteurpipette abgesaugt wurde.
Angthliel?end wurden diese Zdlen wieder mit Iscov’'s Medium versetzt weiter inkubiert bis
insgesamt 72 Stunden vergangen waren. Dann wurde die Kynureninmenge im Uberstand

gemessen.
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Die Abbildungen 10 a, b und c zeigen das Ergebnis dieses Experimentes.
Abbildung 10a
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Abbildung 10c
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Abb. 10a,b und c: 86HG39-Zellen wurden, nachdem sie aus den Kulturflaschen geerntet und in die
Testplatten pipettiert worden waren, mit verschiedenen Konzentrationen von IFNginkubiert.
Nach 24 Stunden wurde bei einem Teil der Zellen die Kynureninkonzentration nach der unter
I11.2.2 beschriebenen Methode gemessen, ein weiterer Teil der Zellen wurde mit der
Pasteurpipette vom IFNghaltigen Medium befreit und zweima mit PBS gewaschen, bevor
die Zellen mit Iscov's Medium weliter inkubiert wurden. Bei diesen Zellen wurde nach
insgesamt 46 bzw. 72 Stunden die Kynureninkonzentration im Uberstand gemessen (siehe
Abbildung 10a). Auch bei Zellen, die 46 Stunden mit IFNg inkubiert worden waren, wurde
bei einem Teil die Kynureninmenge im Uberstand bestimmt; der andere Teil wurde
gewaschen und mit Iscov’s Medium weiter inkubiert, bevor nach insgesamt 72 Stunden die
Kynureninmenge im Uberstand bestimmt wurde (siehe Abb. 10b). AuRerdem wurden Zellen
Uber 72 Stunden mit IFNg inkubiert und dann die Kynureninkonzentration im Uberstand
gemessen (siehe Abb. 10c).

Man erkennt, dass sowohl nach 72¢tlindiger, 46stindiger as auch nach 24stindiger

Inkubation IDO induziert wurde.
Auffdlend i, dass die Kynureninkonzentration im Uberstand der Zdlen, die nach

24gindiger Inkubation gewaschen und dann bis insgesamt 46 Stunden weiter inkubiert
worden waren, niedriger ig ds die Kynureninkonzentration, die nach 24 Stunden gemessen
wurde. In den 22 Stunden nach dem Entfernen des IFNg und natirlich auch des durch
Tryptophanabbau entstandenen Kynurenins konnte noch nicht wieder die gleiche Menge an
Kynurenin entsehen. Bel den Zdlen, die zwar nach 24 Stunden Inkubetion gewaschen
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worden waen, aber bis inggesamt 72 Stunden inkubiert wurden, verléuft die
Kynureninkonzentrationskurve ab einer Konzentration von 50U/ml INFg oberhalb der Kurve
der Konzentrationen von Kynurenin, die nach 24 Stunden Inkubation gemessen wurden. In
der Zeit, die diese Zdlen mit ihrer warend der Stimulationszeit induzierten IDO-Aktivité
zusétzlich hatten, konnte noch wesentlich mehr Tryptophan zu Kynurenin abgebaut werden.

Die gleche Beobachtung kann man in Abbildung 10b machen. Die Kurve die de
Kynureninkonzentrationen zeigt, die nach 72 Stunden im Ubersand der nach 46 Stunden
Simulation gewaschenen Zdlen gemessen  worden  waen, liegt  unterhdb  der
Kynureninkonzentrationen , die direkt nach der 46gindigen Stimulation mit IFNg gemessen
wurden. Trotz der fast doppet so langen Stimulationszeit wie in Abbildung 10a, konnte in der
welteren Inkubationszeit von 26 Stunden nicht genauso vie Tryptophan zu Kynurenin
abgebaut werden wie nach 24gtindiger Stimulation mit IFNg und 46 Stunden welterer
Inkubation. Bel diesem Experiment wird erschtlich, dass die Dauer vom Zeitpunkt der 1DO-
Induktion bis zum Engehen von Kynureninmengen, die mit dem Ehrlichs Reagenz messbar
snd, verglichen mit der zur IDO-Induktion bendtigten Stimulationszeit mit IFNg recht lange
i

In der Abbildung 10 ¢ sSeht man die Kynureninkonzentrationen, die im Uberstand der tiber 72
Stunden mit IFNg stimulierten Zdlen gemessen werden konnten. Hier wird wie bel der oberen
Kurve in Abbildung 10 b und der hochsten Kurve in Abbildung 10 a ein Plateau erreicht, bel
dem dles Tryptophan abgebaut wurde.

Es fid ba dem Experiment auf, dass beim Absaugen des Uberstandes mit der Pasteurpipette
vide Zdlen mit abgesaugt wurden. Um dies mdglichs zu verhindern, wurden waetere
Methoden erprobt. B dem néchsten Experiment wurde der Uberstand mit der Multipipette
abgesaugt. Der Nachteil dabei war, dass der Uberstand nicht restlos entfernt werden konnte.
Aulerdem wurden ebenfdls recht vide Zdlen mit abgesaugt. Die Kynureninkonzentrationen,
die in diessm Experiment gemessen wurden, reichen daher auch nicht an die im vorhin
dargestdlten Experiment heran (ohne Abbildung). Be ener weteren Wiederholung des
Experimentes wurde der Uberstand mit einer dilnnen Kanile abgesaugt. Verglichen mit den
beiden vorher dargestdlten Methoden gingen dabel weniger Zdlen bem Absaugen verloren.
Das Ergebnis ig jedoch mit dem aus Abbildung 10 vergleichbar (ohne Abbildung). Diese
Methode wurde in den weliteren Experimenten beibehdten.

Be dem néchgen Kinetikexperiment wurde die 1DO-Aktivitdt nicht nur anhand der Menge
des gebildeten Kynurenins gemessen, sondern auch daran, ob Bakterienwachstum verhindert

werden konnte oder nicht. Es wurden kiirzere Stimulationszeiten ( 6, 12, 18 und 24 Stunden)
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gewdhlt; und die Tedrehen, be denen spder Kynurenin gemessen wurde, wurden nach
jedem Waschen mit 50pg/ml Tryptophan supplementiert, um eine grol¥ere Menge an Substrat
zur Verfigung zu gdlen ds in Iscov's Medium enthdten ig. Da in den vorangegangenen
Experimenten deutlich geworden war, dass die IDO dlein fir den Abbau des in Iscov's
Medium enthadtenen Tryptophans mindestens 24 Stunden braucht, wurden in diesem und den
néchgden Experimenten 3 Tage nach der Stimulationszeit mit IFNg fir den IDO-bedingten
Katalysationsschritt zur Verfigung gestdlt. Die Abbildungen 11 a b und c zeigen das
Ergebnis des Experimentes.

Abbildung 11a
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Abbildung 11b
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Abb. 1lat+h: 86HG39-Zellen wurden in Testplatten mit verschiedenen Konzentrationen von IFNg
zweimal mit PBS gewaschen und anschlieffend mit weiRem RPMI-Medium weiterinkubiert,
bis 72 Stunden nach der letzten Zellwaschung vergangen waren. Ein Teil der Zellen wurde
dabei mit inkubiert. Nach 6, 12, 18 bzw. 24 Stunden wurde das interferonhaltige Medium der
Zellen entfernt, die Zellen 50pg/ml Tryptophan supplementiert. Bei diesen wurde dann die
Menge des gebildeten Kynurenin photometrisch gemessen ( Abb.11a). Die anderen Zellen
wurden nach den 72 Stunden mit einem Staphylokokkenstamm, von dem bereits bekannt
war, dass er durch den IDO-bedingten Tryptophanmangel hemmbar ist, infiziert. Dabei
erhielt die Halfte dieser Zellen eine Supplementation mit 75ug/ml Tryptophan. Die
Bakteriendichte wurde dann nach weiterer Inkubation von 24 Stunden photometrisch

gemessen (Abb.11b).

Da das Experiment mit weifem RPMI Medium angatt mit dem rdétlich geférbten Iscov's
Medium durchgefiihrt worden war, beginnen in Abbildung 11 a die Kurven, die die Menge
des gebildeten Kynurenins représentieren, welches im Uberstand der nach verschiedenen
Simulationszeiten vom IFNg befreiten Zellen gebildet wurde, bei einer OD von ca 0,078
andat wie in den vorherigen Experimenten mit ca 0190. Ab ene zur Stimulation
verwendeten Konzentration von IFNg zwischen 12,5 und 25 U/ml erkennt man en Angeigen

dler Kurven, jedoch noch ohne deutlichen Unterschied zwischen ihnen. Be  ener



Konzentration von 200 U/ml IFNg zeigt sich, dass im Uberstand der Zdlen, die nach ener
Stimulationszeit von 12 Sunden gewaschen worden waren, wéhrend der  welteren
Inkubationszeit die grolte Menge an Kynurenin entstanden war. Nach 6 stindiger Stimulation
mit 200U/ml IFNg war in der weteren Inkubationszeit weniger Tryptophan zu Kynurenin
abgebaut worden. Unerwarteterweise liegen welter darunter die Mengen des nach 18 und 24
Stunden Stimulationszeit gebildeten Kynurenins, In diessm Experiment reichte die 3tagige
Inkubationszeit, die diese Zelen nach dem Entfernen des interferonhdtigen Mediums und der
Hinzugabe von Tryptophan zur Vefigung hatten, um Tryptophan zu Kynurenin abzubauen,
trotz langerer Stimulationszeit nicht aus, um ebensovid Tryptophan abbzubauen.

Ba dner Doss von 400 U/ml IFNg gibt es jedoch keinen wesentlichen Unterschied mehr
zwischen den Kynureninmengen, die nach den gewéhlten Stimulationszeiten gebildet wurden.
Bakterienwachstum wird berats nach 6gtindiger Stimulation mit 25 U/ml IFNg verhindert
(Abb.11 b), nach 18dindiger Stimulation jedoch es be ener Doss von 50U/ml. Die
Wachsumshemmung konnte wie erwartet mit Tryptophan antagonisiert werden.

Es wurde en weteres Experiment mit noch kirzeren Stimulationszeiten durchgefihrt. Be
dieem wurde das inteferonhdtige Medium schon ca 5 Minuten nach Hinzugabe entfernt.
Der Effekt wurde wieder anhand der Menge des gebildeten Kynurenins und der Fahigkeit zur
Hemmung von Bakterienwachsum gemessen. Die folgenden Abbildungen 12 a u. b zeigen
das Ergebnis.
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Abbildung 12b
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Abb. 12a und b: 86HG39-Zellen wurden, nachdem sie in die Testplatten pipettiert worden waren,
Uber 24 Stunden bebriitet, um sie adhé&rent werden zu lassen. Dann wurden sie mit
verschiedenen Konzentrationen von IFNg inkubiert. Nach 5 Minuten, 30 Minuten, 1 u. 2
Stunden wurde das interferonhaltige Medium entfernt, die Zellen zweima mit PBS
gewaschen und mit weif3em RPMI Medium weiterbebritet, wobei zu den Zellreihen, in deren
Uberstand das Tryptophanabbauprodukt Kynurenin gemessen werden sollte, 50ug/ml
Tryptophan hinzupipettiert wurden. Nach 3 Tagen wurde bei diesen das gebildete Kynurenin
aus dem Uberstand bei 492nm photometrisch gemessen ( Abb. 12a). Die anderen Zellreihen
wurden mit einem bekannt hemmbaren Staphylokokkus aureus infiziert. Die Bakteriendichte
wurde nach einem weiteren Inkubationstag bei 620nm photometrisch gemessen ( Abb. 12b).

In Abbildung 12a wird die durch IFNg-Simulaion induziete IDO-Aktivitdt anhand des
Tryptophanabbauproduktes Kynurenin  demonstriert. Eine besonders grof3e Kynureninmenge
entdand nech ener dreitdgigen Stimulation mit IFNg (blaue Kurve). Dort seht man schon ab
gng Simulaionsdoss von 125 U/ml anhand des Kurvenandiegs enen Beginn der
Kynureninproduktion. Das heil¥, dass berdts e@ne Stimulation der Glioblasgomzdlen Uber 3



Tage mit 125 U/ml IFNg genlgte, um das Enzym Indolamin 2,3 Dioxygenase meldar zu
induzieren.

Aber auch wéhrend der wesentlich kirzeren Stimulationszeiten konnte die 1DO induziert
werden. Deutlich zu sehen ig bel der Stimulationsdoss von 100U/ml IFNg ein Angieg der
Kurven, die die gebildete Kynureninmenge nach 1- bzw. 2d0ndigr Stimulation
représentieren. Ba ener Stimulation mit 200 U/ml IFNg erkennt man, dass auch nach
30minutiger und sogar nach Sminutiger Stimulation Kynurenin entdanden und somit  auch
hierbei IDO induziert worden it.

Was das fur die Hemmung von Bakterienwachstum bedeutet, Seht man in der Abbildung 12b.
Ba e@nea Simulaion der Zdlen Uber ene habe ener bzw. zwe Stunden mit ener
Konzentration von 100U/ml IFNg konnte die IDO in ausreichender Menge induziert werden,
um Bakterienwachstun zu verhindern. Bel einer Konzentration von 200U/ml IFNg reichte

dazu sogar eine Simulationszeit von 5 Minuten aus.



V. Diskussion
Das Cytokin IFNg, weches von humanen CD4- und CD8-T-Lymphozyten und natirlichen

Killerzdllen produziert wird, spit eine grofl¥e Rolle in der koérpereigenen Abwehr von
Infektionen.

Als edes wurde seine attivirde Wirksamket anhand der Fahigket, Virusreplikation in
Fibroblasten zu verhindern, entdeckt ( 1saacs, 1957; Wheelock, 1965).

1966 wurde ers¢mas eine Produktion von IFNg wéahrend ener Infektion durch Toxoplasma
gondii beobachtet ( Freshman et a., 1966; Rytel and Jones, 1966).

1974 wurde von Anderson und Remington die Entdeckung gemacht, dass humane
Makrophagen ene Infektion mit Toxoplasmen Uberdanden, wenn de zusammen mit
Lymphozyten und Toxoplasmenantigenlysat (TLA) kultiviert wurden. Spéter wurde gezeigt,
dass die Makrophagen auch die Infektion mit Toxoplasmen Uberstanden, wenn se dlein im
Ubersand der mit TLA dimulieten Lymphozyten kultiviet wurden ( Jones et d.,1975;
Borges und Johnson,1975; Sethi et al., 1975; Anderson et ., 1976; Shirihata et d., 1975).

IFNg konnte fir diesen Effekt verantwortlich gemacht werden, nachdem in Experimenten, in
denen Fibroblasten mit IFNg stimuliet worden waren, ene intrazdluldre Vermehrung von
Toxoplasmen verhindert werden konnte (- Shirihata u. Shimizu, 1980). In Experimenten mit
humanen Makrophagen konnte dieser Effekt des IFNg ebenfals gezeigt werden ( Nathan et
al., 1983).

Einer der Mechanismen, der in den humanen Zdlen nach Stimulation mit IFNg wirksam wird,
konnte von Pfefferkorn geklat werden. Wie schon in der Einleitung geschrieben, bewies er,
dass en nach Simulation von humanen Fbroblasten mit IFNg entstandener
Tryptophanmangd die intrazellulére Vermehrung der Toxoplasmen verhinderte ( Pfefferkorn
e d., 1984). Dass das Enzym Indolamin 2,3-Dioxygenase diesen Tryptophanabbau
katdysert, zeigte er 1986 (Pfefferkorn et d., 1986). Ba humanen Makrophagen konnte noch
ein anderer durch IFNg induzierter antimikrobidler Mechanismus nachgewiesen werden: die
Produktion von resktiven Sauerstoffmetaboliten, auch as,, oxidative burst” bezeichnet

( Nathan et a.,1983). In murinen jedoch kaum in humanen Makrophagen/ Monozyten hat die
Produktion von Stickstoffmonoxid nach Stimulation mit IFNg ene grof3e Bedeutung ( Adams
e d., 1990; Reling e 4a.1991, Weinberg et a.1995, Cameron e da., 1990). Eine
immunregulaiorische Wirkung von IFNg ig die vermehrte Produktion von MHC-II-
Antigenen ( Janeway et d., 1984; Daubener et d., 1992), deren Bedeutung bereits in der
Einlaitung erléutert wurde,



In dieser Arbet ging es vor dlem um die durch Stimulaion mit IFNg hervorgerufene
Induktion des Enzyms Indolamin 2,3-Dioxygenase und den dadurch bewirkten Abbau von
Tryptophan zu Formylkynurenin. Auf die anderen durch IFNg induzierten antiparastéren
Mechanismen sollteim Rahmen dieser Arbait experimentell nicht néher eingegangen werden.
Nachdem nun schon fir Toxoplasma gondii und Chlamydia pdttac ds obligat intrazdlulare
Erreger sowie fur Streptokken ds einzige Vertreter exirazelulérer Erreger die Hemmbarket
durch die IFNg induziete IDO-Aktivitd nachgewiesen wurde, lag der Schwerpunkt dieser
Arbeit zunéchst auf der Erforschung, welche weiteren extrazdluldren Erreger durch den 1DO-
bedingten Tryptophanabbau an ihrer Vermehrung gehindert werden.

Ba dem zur Kl&ung diesr Frage durchgefihrten Bakterienscreening wurden standardmddig
86HG39-Zdlen mit 200U/ml IFNg Uber 3 Tage doimuliet, bevor Se mit den zu
untersuchenden Bakterien infiziet wurden. Die Glioblastomzdllinie 86HG39 wird sait 1992
in unserer Arbeitsgruppe verwendet. Die Féahigkeit, IDO zu exprimieren und dadurch
tryptophanabhéngige Erreger in ihrem Wachdum zu hemmen, veliet sSe auch nach
hunderten Passagen nicht ( Abb.1). Die zur Stimulation dieser Zellen verwendete Doss von
200U/ml 1FNg hatte sch as schere Dos's er'wiesen, die ausreicht, IDO zu induzieren

( Déubener et d., 1994) und um Bakterienwachstum zu unterdriicken ( MacKenzie et 4.,
1998;). Dies gdt auch fur die Stimulationszeit von 3 Tagen ( Daubener et a. 1994, 1996;
MacKenzie et a. 1998). Als ausreichend, um die be diesen Bedingungen errechte
Hemmung von Bakterienwachsdum aufzuheben, ewies dch ene Supplementation mit
75ug/ml Tryptophan. In den Experimenten mit 20 Streptokokken der Gruppe B und 20
Pneumokokken, die 1998 durch unsere Arbeitsgruppe vertffentlicht wurden ( MacKenzie et
a., 1998), wurden dazu 2mg/ml verwendet.

Zunéchgt wurden Staphylokokkus aureus- und Staphylokokkus epidermidis Stémme auf ihre
Hemmbarkeit durch die IDO-Aktivité untersucht. Verglichen mit den 1998 verdffentlichten
Experimenten, be denen dle 20 Stamme der B-Streptokokken jedoch nur einer von 20
Pneumokokkenst@mmen durch den [IDO-bedingten Tryptophanmange gehemmt  wurden,
lielfen sch nun ungefdr die Hafte der Staphylokkus aureus Stdmme dafir aber fast dle
Staphylokkokus  epidermidis  Stamme  durch  den  Tryptophanomangd im  Wachstum
unterdricken. Beeindruckend ist hierbel, dass Multiressenzen gegen Antibiotika und
Wachsumshemmung durch Tryptophanmangd in kener Weise korrdieren: der Antell der
hemmbaren Stdmme von ca 50% war sowohl bei den oxadllinresgtenten wie auch den
oxaclllinseensblen  Stgphylokken  vorhanden. Und unter den jewels 12 getesteten

oxadillinresstenten bzw. oxacillinsensblen Staphylokokkus epidermidis St@mmen  befanden
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gch je 1 bzw. 2 nicht hemmbare Stmme. Dass lediglich die Tryptophanverarmung eine so
beachtliche Wirksamkeat hingchtlich ener Infektion mit oxadillinressten Staphylokken hat,
macht die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse s0 bemerkenswert. Infektionen mit
oxacillinressen Stagphylokokken snd besonders gefirchtet, da se kaum in den Griff zu
bekommen snd. Krankenhauspatienten, die mit einem ORSA beseddt sind, werden isoliert,
und das Persona muss entsprechende Schutzkleidung tragen, um nicht ebenfdls mit ORSA
beseddt zu werden. ORSA Infektionen mit IFNg zu behanddn, zeigt hier neue
Mdoglichkeiten auf.

Auch die im Rahmen dieser Arbeit entdeckte und 1998 verdffentlichte Tatsache ( MacKenzie
et d., 1998), dass dle Enterokokken durch IDO-kadyserten Tryptophanabbau im Wachstum
unterdriickt werden, ist besonders interessant.  Vancomycinresstente Enterokokken gaten
lange Zeit ds nicht therapierbar, da se gegen dle Antibiotikal Chemotherapeutika resistent
waren. Sat kurzem exisieren zwe Medikamentengruppen, die der Oxazolidinone und die der
Streptogramine, die be Infektionen mit vancomycinresstenten Enterokokken wirksam sind.
Ob jedoch die vancomycinresstenten Enterokokken auch hier gegen Resstenzen entwickeln
bleibt abzuwarten. In diesem Fdl konnte dlein die Tatsache, dass se sch ausnahmlos dle
dlen durch Tryptophanmange nicht mehr vermehren lassen, das Problem, vor dem
Mediziner lange Zeit standen, moglicherweise 1Gsen.

Da die Induzierbarkeit des Enzyms Indolamin 2,3-Dioxygenase in viden humanen Geweben
nachgewiesen werden komte, liegt die Idee nahe, Infektionen mit IFNg zu behanddn. Allein
in diesr Arbet wurden 3 Zdltypen, die die IDO exprimieren konnen, verwendet:
Fibroblagten, uroepithdide Zdlen und gdlvertretend fir Adrozyten, die ebenfals 1DO
exprimieren, Glioblasomzellen. Im Veglaech zu professondlen Phagozyten and diese
Zdlen in den entgprechenden Geweben in grofer Anzahl vorhanden. lhre Stimulation mit
IFNg kdnnte einen potenten antimikrobiellen Mechanismus darstdlen.

Bereits 1992 wurde von Miles der Ensatz von IFNg ds Thergpeutikum in Erwagung gezogen.
Er diskutierte die Kombinationstherapie aus IFNg plus Antibiotikal Chemotherapeutika.

Nicht aul3er Acht zu lassen snd natlrlich auch die Nebenwirkungen von IFNg wie z.B.
gadrointestinde und zentralnervise Stérungen.

Génzlich wirkungdos jedoch scheint der Einsatz von IFNg ba Infektionen mit gramnegetiven
Erregern zu sain. Keines der im Rahmen diessr Arbeit untersuchten gramnegativen Bakterien
lieR dch durch IDO-bedingten Tryptophanabbau im Wachsum unterdiicken. Es i zu
vemuten, dass diese Bakterien wie bereits an Eschericha coli gezeigt, Tryptophan selber
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gynthetiseren kdnnen (Lane et a., 1983; Payne et d., 1987; Ashworth et a., 1986; Miles et
a., 1987; Sibley et al., 1994).

Um jedoch eine Anwendung von IFNg in vivo zu diskutieren, muss ersdmd die Wirkung von
IFNg beziiglich IDO-Induktion in vitro genauer untersucht werden.

In der Literatur gibt es verschiedenste Angaben Uber zur effektiven 1DO-Induktion benttigte
IFNg- Konzentrationen und Stimulationszeiten. Des welteren wurden die Experimente hierzu
an veaschiedenen Zdlen durchgefihrt. Ebenfdls unterschiedlich snd die Methoden, mit
denen das Ausmald der IDO-Induktion gemessen wurde. Wéahrend enige Autoren den
Tryptophanabbau oder die Kynureninproduktion bestimmten, wurde von anderen IDO-
MRNA, das IDO-Protein selbst oder die Fahigkeit, Parasiten bzw. Bakterienwachsum zu
hemmen bestimmt.

Baspidsweise wurde schon 1986 von Byrne die Abhdngigkeit der IDO-Induktion von der zur
Stimulation eingesetzten IFNg-Konzentration und von der Stimulationsdauer anhand  humaner
Lungenfibroblasten demondriert ( Byrne et d., 1986). Er inkubierte die Lungenfibroblasten
Uber 20 und 44 Stunden mit 16-800U/ml IFNg. Anschliefend wurden die Zdlen mit
tryptophansupplementietemm  Medium Uber 4 Stunden waeiterinkubiert.  L-Tryptophan und
Kynurenin wurden im Uberstand chromatographisch gemessen. Dabel zeigte sich, dass bereits
nach 20stlndiger Stimulation mit 16U/ml IFNg die Menge an Tryptophan verglichen mit der
Kontrolle azunehmen und die Kynureninmenge zuzunehmen begann. Bemerkenswvert war,
dass nach 44gindiger Inkubation mit 160U/ml IFNg mehr Tryptophan zu Kynurenin
abgebaut war as nach 20stindiger Inkubation mit 800U/ml IFNg. Be diesem Ergebnis l&sst
gch vermuten, dass die Abhdngigkeit der IDO-Induktion von der Stimulationszeit grofer ist
asvon der zur Stimulation eingesetzten |FNg Konzentration.

Tekikawa verdffentlichte 1988 Experimente, bel denen & 11 verschiedene humane
Zdllininien mit 1000U/ml IFNg dimulierte. Eine Enzyminduktion konnte er in 7 der 11
Zdllinien nach 12-18 Stunden nach Hinzugabe des Interferons fedselen, indem er die
Kynureninproduktion im Uberstand bestimmte (Takikawa et d., 1988). In den anderen 4
Zdllinien wurde auch nach langerer Stimulatioszeit mit 10000U/ml IFNg keine 1DO
induziert. In den Experimenten, die durch unsere Arbeitsgruppe verdffentlicht wurden,
wurden die Zdlenin der Regd 3 Tage lang mit IFNg simuliert.

Diee und noch vide wetere verschiedene Angaben Uber IFNg-Konzentrationen und
Stimulationsdauer, durch die IDO-Aktivitét induziert wurde, waren der Anlass fur die mit der
Glioblastomzdllinie 86HG39 durchgefiihrten Kinetikexperimente.



Hierdurch sollten fir die in vitro Bedingungen, in denen diee Zdlen kultiviet wurden,
genaue Aussagen darlber getroffen werden konnen, wie lange die Zdlen mit bestimmten
IFNg-Konzentretionen  gimuliet  werden  missen, um  IDO  zu  induzieeen  und
Bakterienwachstum im Umgebungsmilieu zu verhindern.

Be diesen Experimenten wurden  Stimulationszeiten von 5 Minuten bis hin zu 3 Tagen mit
I FNg-Konzentrationen von 6,25 U/ml bis 400U/ml verwendet.

Mit Hilfe des Ehrlich's Reagenz lig3 dch Kynurenin berets nach einer Stimulation der
86HG39-Zdlen mit 6,25U/ml IFNg Uber 46 Stunden im Uberstand nachweisen ( s. Abb. 10b).
Ersetzte man nach dieser Zeit das Medium durch frisches Iscov's Medium, so konnte in einer
weiteren Inkubationszeit von 24 Stunden nicht genauso vid Tryptophan zu Kynurenin
abgebaut werden wie in den 46 Stunden zuvor. Hier lag deshdb die Vermutung nahe, dass
Transkription in IDO-mRNA und Trandation in sovid IDO-Protein, dass dessen Wirkung mit
Hilfe des Ehrlich’'s Reagenz nachgewiesen werden kann, eine recht lange Zeit von Uber 24
Stunden bendtigen. Aus diessm Grunde wurden in den wateren Experimenten 72 Stunden
zuséizliche Inkubationszeit nach enem Mediumwechse gewdhrleiget. Im Verglech hierzu
konnte in den vorhin ewdhnten Expeimenten von Byrne mittedls Chromatographie en
deutlicher Tryptophanabbau wéhrend der 4stiindigen Inkubationszeit der Lungenfibroblasten
in tryptophansupplementiertem Medium nach Stimulation mit IFNg nachgewiesen werden.

Beziiglich der zur IDO-Induktion bendtigten Stimulationszeiten und [FNg-Konzentrationen
konnten jedoch in der vorliegenden Arbet eindeutige Ergebnisse erzit werden.

Aus Abbildung 12b wird erdchtlich, dass ene Sminutige Stimulation mit 200U/ml IFNg in
den darauffolgenden 3 Tagen Inkubation einen derartigen Tryptophanabbau bewirkte, dass
das Wachsum des nach den 3 Tagen hinzugegebenen Staphylokokkenstammes nicht mehr
mdglich war. Aus enem Tryptophantitrationsexperiment geht hervor, dass dersdbe
Staphylokokkenstamm erst @b einer im Medium vorhandenen Tryptophankonzentration von
6,25ug/ml wachsen konnte (sAbb.6). Der Tryptophangehdt des Uberstandes mul? demnach
von caléug/ml, welche in Iscov's Medium enthdten snd, auf unter 6,25ug/ml reduziert
worden sein. Be ener 3tégigen Stimulation reichten 6,25U/ml IFNg aus, um das Wachstum
dieses Staphylokokkenstammes zu unterdriicken (s. Abb.12b). In einem weiteren Experiment
mit enem anderen Staphylokokkenstamm mussten dafir 50U/ml IFNg eingesetzt werden
(s Abb.lb). Auch Kynureninproduktion kann nach den genannten Stimulationsbedingungen
gemessen werden (sAbb 12a). Sie kann in dlen dral in dieser Arbet verwendeten Zellinien
( 86HG39, RT4, HS27) durch Tryptophansupplementation gesteiget werden ( s zB.
Abb.7d). Diese Tatsache ist nicht selbstverstdndlich, wurde doch von Werner- Felmeyer in 7
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von 9 IDO-induzierenden Zdllinien ene Veminderung der IDO-Aktivitde nach Hinzugabe
von Tryptophan beobachtet ( Werner-Felmeyer et a., 1989). Eine weltere Beobachtung in der
vorliegenden Arbeit war, dass die Glioblastomzdlen 86HG39 mit der gleichen Intenstét
beziiglich IDO-Induktion reagieren wie die Fibroblasten HS27.

Wichtig fir eine mdgliche in vivo Behandlung mit IFNg i es nun zu wissen, dass ene
Sminutige  Stimulationszeit von  Glioblastomzellen und  Fbroblasten mit  200U/ml  IFNg
ausreicht, um IDO-Induktion zu bewirken. Diese Tasache scheint in vivo rediserbar zu sain.
Was jedoch unbedingt noch erforscht werden muss, ist die Zat, die die IDO nach Induktion
benttigt, um entsprechende Tryptophanmengen abzubauen. Denn nur sdten hat man es im
Korper mit abgekapsalten Prozessen z. B. Abszessen zu tun, be denen das Umgebungsmilieu
der Zdlen nicht sandig im Augtausch mit anderen Flissgketen steht. Hier wirde die Zeit
zum Tryptophanabbau nicht so drdngen, da nicht sténdig neues Tryptophan von aul3en
zugefthrt wird. Waelterhin missten noch Experimente zu Klaung der Frage durchgefiinrt
werden, ob die genannten Stimulationszeiten und IFNg-Konzentrationen auf dle 1DO
exprimierenden Zellen Ubertragbar sind.
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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbat beschéftigt sch mit der antimikrobidlen Wirkung des Enzyms
Indolamin-2,3-Dioxygenase ( 1DO).

Dieses Enzym kann in fag dlen humanen Zdlen durch Simulation mit IFNg induziert
werden. Es katalysiert den Abbau von Tryptophan zu Kynurenin.

Tryptophan ist fur manche Mikroorganismen ene essentidle Aminosdure. Fir Toxoplasma
gondi und Chlamydia pgttac ds intrazdlulére Erreger und  B-Streptokokken  as
extrazdluldre Erreger konnte schon in friheren Arbeten gezeigt werden, dass Se durch den
IDO-bedingten  Tryptophanmange, der nach Stimulation der Wirtszdle mit  1FNg
hervorgerufen wurde, nicht mehr wachsen konnten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden weitere
extrazdlulde Bakterien daraufhin untersucht, ob sSe dch  ba  IDO-bedingtem
Tryptophanmangd welterhin vermehren konnen oder nicht. Dabel konnte festgestdlt werden,
dald ca. 40% dler Staphylokokkus aureus Samme, ca. 90% aler Staphylokokkus epidermidis
Sanme und dle Enterokokken durch diesen Mechanismus im Wachstum gehemmt werden.
Sdbst multires stente Erreger wie oxacillinresgtente Staphylokokken und
vancomycinresstente Enterokokken waren gegeniber dem antimikrobiellen Effekt der IDO,
welcher nach Stimulation mit IFNg in Gang gesetzt worden war, sensibdl.

Bad dem Veagech da hemmbaren Bakterienaten konnte en  unterschiedlicher
Tryptophanbedarf ~ festgestellt  werden.  Staphylokokken  benttigen  ene  hohere
Tryptophankonzentration as Streptokokken oder Enterokokken, um sich zu vermehren.

Eine Abhéngigkeit von der Tryptophankonzentration im Medium konnte fir keinen
gramnegaiven Bakteriendamm nachgewiesen werden. Wie es bereits fir Escherichia coli
gezagt wurde, scheinen  samtliche  gramnegative  Bakterien  Tryptophan  sdbst  zu
gynthetiseren.

Ein wesentliches Thema in diesr Arbait war zuséizlich die Abhéngigkeit der 1DO-Induktion
von der Stimulationsdoss und der Stimulaionszeit mit IFNg. Als wichtigges konnte
folgendes Ergebnis erzidt werden: Eine Sminutige Stimulation mit 200U/ml IFNg reicht aus,
um die IDO zu induzieren und Bakterienwachum zu hemmen. Dies konnte eine mogliche
Einsetzbarkeit von IFNg bel der Bekampfung von bakteridlen Infektionen bedeuten. So ist es
vorgellbar, dass in Zukunft Abszesse, die von multiresstenten Erregern verursacht wurden,
durch lokde Spilung mit IFNg therapiet werden konnen. Ahnliches wére be
Harnwegs nfekten mit vancomycinres stenten Enterokokken denkbar.



