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2. Einleitung

2.1. Pneumokokken

Streptokokkus pneumoniae ist ein gram-positives Bakterium, welches typischerweise
den Nasen-Rachenraum besiedelt. Im klinischen Alltag und auch in der Wissenschaft
ist die entsprechende Kurzform ,Pneumokokken® etabliert.

Im Jahr 2000 gab es 14,5 Millionen schwere Infektionen mit Pneumokokken bei unter
5-jahrigen Kindern, und 826.000 Erkrankte verstarben an den Folgen der Infektion
(O’Brien et al. 2009). Andere Schéatzungen gehen davon aus, dass Pneumokokken
jedes Jahr fur 1,6 Millionen Todesfélle verantwortlich sind (Lynch et al. 2009). Da
Impfstoffe nicht fir alle Kapsel-Serotypen vorhanden sind und resistente Keime
immer haufiger auftreten, stellen Infektionen mit Pneumokokken tberall auf der Welt
eine Herausforderung dar und werden dies auch in Zukunft tun.

Zu den Erkrankungen, welche durch Pneumokokken verursacht werden, zahlen
relativ harmlose Infektionen, welche mit existierenden adaquaten Therapien
zuverlassig behandelt werden kdnnen, wie z.B. die Otitis media oder auch die
Sinusitis. Aber auch bei schweren und lebensbedrohlichen Erkrankungen zé&hlen
Pneumokokken zum Erregerspektrum. Pneumokokken sind der haufigste Erreger
ambulant erworbener Pneumonien in allen Altersgruppen und damit der wichtigste
Ausloser der am haufigsten zum Tode fiihrenden Infektionskrankheit in den
Industrielandern (Hoffken et al. 2009).

Besonders schwere Krankheitsbilder sind neben der Pneumonie z.B. die Meningitis
und die Sepsis, fur die Pneumokokken der haufigste gram-positive Erreger sind
(Angus et al. 2013).

Die Pneumokokkensepsis wird durch Migration von Pneumokokken, von einem
lokalen Infektionsherd ausgehend, durch die Invasion der Bakterien in das Blut
verursacht. Die im Blutkreislauf zirkulierenden Erreger kbnnen dann metastatische
Infektionen auslosen und systemisch zur akuten Sepsis fihren. Auf diesem Wege
konnen Pneumokokkeninfektionen neben einer isolierten Infektion der Lunge,
welches die haufigste Eintrittspforte fur systemische Pneumokokkeninfektionen ist

(Angus et al. 2013), zu einem Lungenschaden im Rahmen einer invasiven Infektion
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fuhren, zum Beispiel zur acute lung injury (ALIl) oder dem acute respiratory distress
syndrom (ARDS).

Fur diese beiden schweren Erkrankungen gilt die Definition des American-European
Concensus Conference Committee von 1994, in der zwischen dem Bild der ALI mit
weniger schwerer Hypoxamie und dem ARDS mit entsprechend starker ausgepragter
Hypoxamie unterschieden wird. Aul3erdem ist der Nachweis von beidseitig diffusen
Infiltraten im ROntgenthoraxbild und zusatzlich ein pulmonalarterieller Druck
(>18mmHg) bei gleichzeitig fehlendem klinischem Anhalt fur einen linksatrialen
Hypertonus fur die Diagnose von Bedeutung (Murray et al. 1988). Die ALI sowie das
ARDS sind akute Entziindungen, bei denen die epitheliale sowie die endotheliale
Barrierefunktion eingeschrénkt sind. Die alveolo-kapillare Membran besteht aus den
drei Schichten mikrovaskularem Endothel, Interstitium und Alveolarepithel und trennt
den luftgefillten Alveolarraum vom GefalR3lumen. Pathologische Merkmale von
ALI/ARDS sind die Zerstorung der alveolo-kapillaren Membran, ausgepréagte
transendotheliale Migration von neutrophilen Leukozyten sowie die Freisetzung von
pro-inflammatorischen Mediatoren (Matthay et al. 2005).

Eine intakte Endothelbarriere reguliert den Austausch von Flussigkeiten, Proteinen
und anderen gelosten Stoffen. Im Rahmen einer Entzindungsreaktion kann die
Barriere, die durch Endothelzellen gebildet wird, dieser Aufgabe nicht mehr im vollen
MalRe nachkommen. Es tritt Flussigkeit aus dem GeféalR3lumen in das Parenchym und
dann in das Lumen des Alveolus Uber, es entwickelt sich ein Lungenddem. Die
eingeschrankte Barrierefunktion des Lungenendothels bzw. das Lungendédem sind
von entscheidender prognostischer Bedeutung (Ware et al. 2000).

In dieser lebensbedrohlichen Phase einer Pneumokokkeninfektion fallt den
Endothelzellen eine  wichtige  Schlusselposition in mindestens  zwei
krankheitsdefinierenden Schritten zu. Das Bakterium muss bei dem Ubertritt aus dem
Alveolarraum in das Blut die Endothelbarriere passieren. Wahrend der Zirkulation im
Blutkreislauf kommt es aufRerdem zu weiteren Interaktionen mit den wandbildenden
Endothelzellen des Gefalisystems.

Wie wichtig die Erforschung und Behandlung der Pathomechanismen von
Pneumokokkeninfektionen ist, wird deutlich anhand einer Studie von Austrian und
Gold aus dem Jahr 1964 zur Sterblichkeit von Patienten  mit

Pneumokokkenbakteriamie (Austrian et al. 1964). Es wurde beobachtet, dass die
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Sterblichkeit in den ersten funf Tagen unabhangig davon blieb, ob mit Penicillin,
Serum oder gar nicht therapiert wurde. Die Autoren schlussfolgerten, dass die
antibiotische Therapie in der frihen Erkrankungsphase keinen oder nur einen
geringen Einfluss auf die Sterblichkeit hat, da die Pathogene eine
Entzindungsreaktion anstof3en, die, einmal begonnen, unabhangig von der
Anwesenheit von Bakterien zu multiplem Organversagen und Tod fuhren kann.
Darlber hinaus werden einige Pathogenitatsfaktoren sogar gerade durch die
antibiotische Therapie und die damit verbundene Lyse von Pneumokokken
freigesetzt (Spreer et al. 2003). Diese Studien machen deutlich, dass trotz einer
leitliniengerechten antibiotischen Therapie bei Behandlung von schweren
Pneumokokkeninfektionen schwerwiegende Komplikationen auftreten konnen. Das
gesamte Krankheitsgeschehen muss verstanden werden, um eine gezielte Therapie

Zzu entwickeln.

2.1.1. Virulenzfaktoren

Pneumokokken haben eine Reihe von Virulenzfaktoren, welche fiir die Pathogenitat
des Bakteriums verantwortlich sind. Innerhalb der Virulenzfaktoren scheinen die
Kapsel und das Pneumolysin (PLY) fir die Pathogenese von herausragender
Bedeutung zu sein. Es existieren aber dariber hinaus eine grof3e Anzahl
verschiedener Mechanismen, die auf vielfaltige Weise im Prozess der Besiedlung
des Wirtes und der Infektion wirken.

Zu den Virulenzfaktoren zdhlen mehrere Proteasen wie z.B. die Neuraminidasen
(NanA, NanB), die Immunoglobulin A-Protease und die Zink-Metalloproteinasen
(ZmpB, ZmpC). Zu den wichtigen Oberflachenproteinen zahlt das PspA
(Pneumococcal surface proteins A), das den alternativen Weg der
Komplementaktivierung inhibiert, sowie das PspC (Pneumococcal surface protein C)
und das PavA (Pneumococcal adherence and virulence factor A), die beide fir die
Adhéasion an das Epithel von Bedeutung sind (Preston et al. 2008). Eine relativ neue
Entdeckung ist die Ausbildung von Pili durch fast alle Pneumokokkenstamme, die
ebenfalls zur Adhasion an Epithelzellen des Wirtes dienen (Barocchi et al. 2006).

Die CBPs (cholin binding proteins) sind eine Reihe von Proteinen, die direkt an

Cholin in der bakteriellen Zellwand binden. Zu dieser Gruppe gehdren mehrere
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relevante hydrolytisch wirkende Proteine wie z.B. das Autolysin (LytA), durch das
sich das Bakterium selbst auflosen kann.

Da Pneumokokken bei der dauerhaften Besiedlung des oberen Respirationstraktes
mit anderen Erregern konkurrieren, bilden sie eine Reihe von Bacteriocinen (z.B.
BlpM) und kdnnen mit ihrer Pyruvat-Oxidase (SpxB) Hydrogenperoxid bilden.
AulRerdem bilden Pneumokokken hyaluronate lyase, die sich in der Zellwand befindet

und die extrazellulare Matrix des Wirts zerstort.

2.1.1.1. Kapsel

Da es sich um gram-positive Bakterien handelt, verfligen Pneumokokken Uber eine
dicke Mureinhtlle. AuBerdem ist das Bakterium von einer Kapsel geschuitzt. Diese
besteht aus Polysacchariden und bietet eine sehr grof3e Variabilitdt, durch die
Pneumokokken in tber 90 verschiedenen Subtypen eingeteilt werden kénnen. Die
Kapsel ist aus mehreren Grinden einer der wichtigsten Virulenzfaktoren von
Pneumokokken. Pneumokokkenmutanten, welche keine Kapsel besitzen, sind
deutlich weniger virulent als der Wildtyp (WT) und konnen keine Pneumonie
verursachen (Briles et al. 1992). Eine besonders grol3e Rolle spielt die Kapsel bei der
Opsonierung durch Proteine des Komplementsystems und durch Immunglobuline.
So wurde bei Pneumokokken des Stammes D39 ohne Kapsel eine deutlich erhdhte
Aktivitat des Komplementsystems sowie eine vermehrte Phagozytose durch
neutrophile Granulozyten im Vergleich zum Wildtyp gemessen. Dies wurde sowohl
Uber den klassischen Weg der Komplementaktivierung als auch Uber den
alternativen Weg vermittelt (Hyams et al. 2010).
Auch eine direkte Beeinflussung von 322 verschiedenen Genen, die z.B. fir
verschiedene Interleukine kodieren, durch die Kapsel von Pneumokokken des
Stammes D39 konnte an Detroit 562 Epithelzellen nachgewiesen werden (Bootsma
et al. 2007).
Des Weiteren reduziert die Kapsel die mechanische Beseitigung der Pneumokokken
durch das Epithel des Respirationstraktes selbst. Auch die Autolyse und die
Exposition gegenuber Antibiotika werden durch die Kapsel beeinflusst (Mitchell et al.
2010). Sie vermindert die Adhasion der Pneumokokken an die Oberflachenzellen des
Wirts, was ein wichtiger Schritt in der Pathogenese der Infektion ist (Talbot et al.
11



1996). Es wird vermutet, dass mehrere zellwandstéandige Adhasionsmolekiile
effektiver binden kbnnen, wenn keine Kapsel vorhanden ist.

Die Signalkaskade, die durch den Kontakt einer Zelle mit der Kapsel ausgel6st wird,
ist bisher nur in Teilen bekannt. Die Beeinflussung der Genexpression wird
beispielsweise Uber Toll-like Rezeptoren (TLR) vermittelt (Bootsma et al. 2007). Ein
Einfluss auf die zytosolische Calciumkonzentration ([Caz"]zyt) wurde bisher nicht
untersucht. Auch spezifische Untersuchungen zur Wechselwirkung zwischen der
Pneumokokkenkapsel und Endothelzellen fehlen bisher.

Eine besonders grof3e klinische Bedeutung hat die Kapsel als wichtigster
Ansatzpunkt fur bereits existierende und aktuell in der Entwicklung stehende
Impfstoffe (Ortqvist et al. 2005). Gerade die grof3e Anzahl verschiedener Kapsel-
Serotypen und auch die stetige Veranderung der bereits bekannten Subtypen stellt

dabei eine groRe Herausforderung dar.

2.1.1.2. Pneumolysin

PLY wird von allen klinischen Pneumokokkenstdmmen exprimiert. Es ist ein 53kD
grof3es Protein, das aus 471 Aminosauren besteht und meist als Monomer vorliegt
(Marriott et al. 2008). Das C-terminale Ende kann an Cholesterol in der Zellmembran
binden und durch die Oligomerisierung von bis zu 80 Proteinen Poren in der
eukaryotischen Wirtsmembran bilden (Johnson et al. 1980 und Tilley et al. 2005).
Diese konnen einen Durchmesser von 30-35nm haben und sind im
Elektronenmikroskop sichtbar (Rubins et al. 2011).

PLY liegt im Pneumokokkus intrazellular im Zytosol vor und es wurde lange Zeit
davon ausgegangen, dass PLY nur durch die Lyse von Pneumokokken freigesetzt
wird. Die Freisetzung von PLY durch Pneumokokken kann sowohl durch Autolysin
(Berry et al. 1989) als auch durch die Bakterienlyse, z.B. durch Antibiotika,
geschehen (Spreer et al. 2003). Neuere Erkenntnisse machen allerdings deutlich,
dass es mdglicherweise auch Mechanismen der Freisetzung von PLY gibt, die
unabhéngig von der Lyse des Bakteriums und Autolysin sind (Balachandran et al.
2001).

Die Wirkung von PLY - besonders auf die Epithelzellen des oberen

Respirationstraktes als haufigstem Ausgangspunkt von Pneumokokkeninfektionen -
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ist intensiv erforscht. Schon in der ersten Phase der Infektion mit Pneumokokken
spielt PLY eine wichtige Rolle, da PLY einen Einfluss auf die Invasion des Bakteriums
in den Wirtskorper nimmt.

PLY hat einen direkten Einfluss auf das Flimmerepithel, das als erste mechanische
Barriere gegen Krankheitserreger dient. Es vermindert die Peristaltik des
Flimmerepithels, welches Krankheitserreger aus der Lunge hinausbefordert (Steinfort
et al. 1989).

Ein weiterer Pathomechanismus ist die Zerstérung der tight junctions zwischen den
Epithelzellen durch PLY und damit die Stérung der Integritat der Epithelbarriere, was
eine Invasion in die tiefer liegenden Gewebeschichten ermdglicht. Die direkte
Zytotoxizitat von PLY auf Epithel- und Endothelzellen zerstort ebenfalls die Integritat
der Barrierefunktion. Durch die beschriebene Porenbildung entstehen Defekte in der
Zellmembran, die unter anderem durch den unkontrollierten Einstrom von
Bestandteilen des Extrazellularraumes zum Zelluntergang fuhren kdnnen. Dieser
Effekt ist an einer Vielzahl von Zelltypen in verschiedenen Spezies beschrieben,
unter anderem auch den Epithel- und Endothelzellen, welche in dieser Arbeit
untersucht werden (J. Rubins et al. 1993 und J. Rubins et al. 1992).

Des Weiteren spielt PLY eine entscheidende Rolle bei der Unterdrickung des
Immunsystems des Wirts wahrend der Infektion und Vermehrung der Erreger in den
Alveolen. Uber die zytotoxische Wirkung an immunkompetenten Zellen kénnen deren
Phagozytoseaktivitat und Immunantwort vermindert werden. Uber diesen direkten
Effekt hinaus reduziert PLY in einer Konzentration von 2 ng/ml im Agarosegel die
Migration von Leukozyten durch Chemotaxis sowie die Freisetzung von H,O, aus
Leukozyten und damit die bakteriolytische Wirkung dieser (Paton et al. 1983). Auch
konnte durch die Inkubation von Lymphozyten mit sublytischen PLY-Konzentrationen
eine Reduktion ihrer Proliferationsrate und der Bildung s&mtlicher Immunglobuline
gezeigt werden (Ferrante et al. 1984). Zusatzlich besitzt PLY die Fahigkeit,
Immunglobuline zu binden und so das Komplementsystem auf dem klassischen Weg
Uber das Plasmaprotein C1q zu aktivieren (J. Rubins et al. 1996 und J.C. Paton et al.
1984).

Die Bedeutung von PLY als Virulenzfaktor bei der Infektion mit Pneumokokken ist in
Bezug auf den Krankheitsverlauf und die Mortalitdt eindeutig belegt. Nach der

intraperitonealen  Injektion von  PLY-defizienten = Pneumokokken ist der
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Krankheitsverlauf deutlich milder und die Mortalitat signifikant reduziert im Vergleich
zu einer entsprechenden Injektion von WT-Pneumokokken (Berry et al. 1992).
Daruiber hinaus ist PLY malgeblich fir die Eigenschaft von Pneumokokken
verantwortlich, sich in BlutgefaRen im Organismus auszubreiten. Studien haben
gezeigt, dass PLY-defiziente Pneumokokken in vivo nicht mehr in der Lage sind, das
Pneumokokken-induzierte akute Sepsissyndrom als schwerwiegende Komplikation
einer Pneumokokkeninfektion auszulésen (Benton et al. 1995).

Pneumolysin hat strukturelle Ahnlichkeiten mit Toxinen anderer gram-positiver
Bakterien (z.B. Clostridien, Streptokokken und Listerien) und gehdért zur Gruppe der
CDCs (Cholesterol-dependent cytolysins; auch bekannt als thiol-activated toxins oder
cholesterol-binding toxins). Zu dieser Gruppe gehoéren auch die Toxine Perfringolysin,
Streptolysin und Listeriolysin.

Ein wichtiges Alleinstellungsmerkmal von Pneumolysin im Vergleich zu den anderen
Toxinen der CDC-Gruppe ist das Fehlen einer fur die aktive Sezernierung bendétigten
N-terminalen Sequenz. Dadurch kann Pneumolysin als einziges Toxin dieser Gruppe
nicht auf eine vergleichbare Weise aktiv sezerniert werden. Neben anderen Arten der
Freisetzung wird ein grof3er Teil durch Zelllyse und das Protein Autolysin freigesetzt
(Berry et al. 1992).

Die CDCs nehmen eine zentrale Rolle bei der durch das jeweilige Bakterium
verursachten Infektion ein und es konnte bereits fir mehrere ein Einfluss auf [Ca2+]zyt
nachgewiesen werden. So ist es zum Beispiel bei der Erforschung des Endotoxins
von Listerien, dem Listeriolysin, gelungen zu zeigen, dass dieses direkt ein Ca*'-
Signal verursacht, das nicht alleine durch die Bildung von Poren in der Zellmembran
entsteht (Repp et al. 2002), sondern die Entleerung der intrazellularen Ca**-Speicher
induziert (Gekara et al. 2008).

Auch fur PLY konnte in verschiedenen Zelltypen eine Wirkung auf [Ca2+]zyt und Ca**-
Signalwege nachgewiesen werden. Nach der Inkubation von humanen
Neuroblastomzellen mit 0,5ug/ml PLY erfolgte nach 10 min bei etwa der Hélfte der
Zellen ein rapider Ca?*-Anstieg, der 30 sec bis 4 min anhielt. Danach blieb [Ca2+]zyt
stark erhoht und kehrte im Zeitraum von 60 min nicht wieder auf das
Ausgangsniveau zurlck (Stringaris et al 2002). An HMC (human microglial cell line)
fuhrt PLY (0,1-10 pg/ml) tiber einen Ca®*-Einstrom zur Apoptose (Braun et al. 2002).
Die priméare Invasion von Pneumokokken in das Epithel des Nasopharynx wurde
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ebenfalls bereits mit PLY und [Ca2+]zyt in Verbindung gebracht. PLY induziert in
epithelialen Zellen des Nasopharynx (Detroit 562) eine Freisetzung des Interleukins
CXCL8. Die Freisetzung kann durch den intrazellularen Ca®*-Chelator BAPTA
signifikant reduziert werden, sodass auch hier PLY einen zellularen Vorgang uber

Ca”* zu beeinflussen scheint (Dogan et al. 2011).

2.2. Calcium

Ca®*-lonen dienen intrazellular als second messenger und sind in dieser Funktion
Teil einer Vielzahl von Signalwegen. Uber das Protein Calmodulin, das 1% aller
Proteine in tierischen Zellen ausmacht, kann Ca*" verschiedene Kinasen und
Phosphatasen aktivieren und ist damit eine gemeinsame Endstrecke z.B. von G-
Protein gekoppelten Rezeptoren und Ca**-Kanalen (Heinrich et al. 2003).

In T-Lymphozyten konnte durch das Auslésen von Spikes von [Ca2+]zyt eine
modifizierte, Expression mehrerer Gene nachgewiesen werde (Li et al. 1998). Auch
auf die Synthese von Stickstoffmonoxid (NO) in Endothelzellen hat Ca®* einen
direkten Einfluss (Nilius et al. 2001). Auch Zell-Zell-Kontakte sowie die
Endothelbarriere werden Uber [Ca2+]zyt reguliert (Dejana et al. 1995).

Diese Beispiele sollen die herausragende Bedeutung von Ca®* exemplarisch
aufzeigen, die praktisch jede Funktion der Zelle direkt oder indirekt betrifft, und bilden
gemeinsam mit den bereits bekannten Fakten zur Wirkung der CDCs generell und
PLY speziell auf [Ca2+]zyt, den Grund, warum in dieser Arbeit Ca?* untersucht werden

soll.

2.2.1. Calciumhomoostase

[Ca2+]zyt betragt normalerweise ~100 nM, stimuliert hingegen kann [Ca2+]zyt auf Werte
von 0,5-2 UM ansteigen (Tran et al. 2000). Dabei kann [Ca*],: sowohl in der
gesamten Zelle homogen ansteigen als auch nur in bestimmten Bereichen. Anstiege
von [Ca**],: kénnen durch einen Ca*"'Einstrom von extrazellular, aber auch durch die
Freisetzung aus intrazellularen Speichern erfolgen. Ca** wird gleich in mehreren

Zellorganellen angereichert. Die vermutlich wichtigsten Zellorganellen hierfir sind
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das Endoplasmatische Retikulum (ER) sowie die Mitochondrien; aber auch dem
Zellkern, dem Golgi-Apparat und der Ca?*-Anreicherung direkt unter der
Plasmamembran wird eine wichtige Funktion in der Ca®-Homdostase
zugeschrieben.

In vielen Féllen ist aber nicht die Freisetzung von Ca®* aus einem einzelnen Speicher
fur ein Ca®'-Signal verantwortlich, sondern die Orchestrierung aus mehreren

Zellorganellen (Dolor et al. 1992), die im Folgenden weiter erlautert werden.

2.2.2. Endoplasmatisches Retikulum

Das ER ist die Zellorganelle, in [Ca2+]zyt am héochsten ist. Die Angaben fiir [Ca®"] im
ER schwanken in der Literatur je nach Zelltyp deutlich und liegen vermutlich bei ~500
UM (Palmer et al. 2004 und Alonso et al. 1999), kénnen aber auch Werte von bis zu
3 mM erreichen. Damit ist das ER fur die Speicherung von bis zu 75% des gesamten
intrazellularen Ca?* verantwortlich (Tran et al. 2000).

Die Anreicherung findet mittels Ca®"Pumpen des Sarkoplasmatischen und
Endoplasmatischen Retikulums (SERCA) statt, die Ca*-lonen gegen einen
Konzentrationsgradienten unter ATP-Verbrauch in das ER befoérdern. Innerhalb des
ER wird Ca?®* zum Teil an Proteine, wie zum Beispiel an Calsequestrin und
Calreticulin, gebunden und gespeichert (Pozzan et al. 1994).

Wichtige Proteine fiir die Ca?*-Ausschiittung aus dem ER sind die Inositol 1,4,5-
triphosphat-Rezeptoren (IP3Rs) und die Ryanodin-Rezeptoren (RYR), welche vor
allem in Muskelzellen von grol3er Bedeutung sind.

IP3Rs sind ligandenaktivierte Ca?*’Kanale in der Membran des ER und besitzen
sechs Transmembrandomanen, eine intrazellulare Bindungsstelle fir IP3 (Inositol
1,4,5-triphosphate) sowie eine Bindungsstelle fir Regulatoren. Die Rezeptoren
werden nicht nur durch Phosphorylierung, ATP, die H'- und die IP3-Konzentration
reguliert, sondern auch durch Ca** selbst. IP3 bewirkt am IP3R eine Modifikation der
Ca’*-Sensibilitat und kann so einen Ca*-Strom aus dem ER in das Zytosol
induzieren (Foskett et al. 2007). IP3Rs haben ebenfalls eine wichtige Funktion in der
Zellmembran fiir komplexe Ca?*-Signale.

Weitere Proteine von herausragender Bedeutung fiir die Ca**-Homoostase sind die

STIM und Orai Proteine (siehe Abschnitt ,Extra- und intrazellulare Ca**-
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Homdostase®).

2.2.3. Mitochondrium

Das Mitochondrium ist quantitativ ein kleinerer Ca®*-Speicher als das ER. Trotzdem
hat das Mitochondrium wichtige Funktionen in der Ca®*'-Homdoostase der Zelle, fiir
z.B. Nekrose- und Apoptosevorgange. Auch bei der Regulation von Enzymen im
Mitochondrium selbst ist Ca** ein bedeutender Botenstoff. Die treibende Kraft fir die
Ansammlung von Ca®" im Matrixraum des Mitochondriums ist das Membranpotential
uber der inneren Mitochondrienmembran. Uber die Atmungskette werden H*-lonen
aus dem Matrixraum in den Membranzwischenraum gepumpt, wodurch ein negativ
geladener Matrixraum im Inneren des Mitochondriums entsteht. Diese negative
Ladung ist die treibende Kraft fir die Ansammlung von positiv geladenen lonen, wie
z.B. Ca**, im Mitochondrium (Drago et al. 2011).

Wichtige Transportproteine fir die Verschiebung von Ca?* iber die
Mitochondrienmembranen sind der Na*/Ca®*-antiporter (NCX) und der mitochondrial
Ca?" uniporter (MCU), die erst in den letzten Jahren entdeckt wurden und zu einem
deutlich besseren Verstandnis der mitochondrialen Ca®*-Homdoostase gefiihrt haben
(Palty et al. 2010 und Baughman et al. 2011).

2.2.4. Extra- und intrazellulare Ca®*-Homoostase

Im Gegensatz zu [Ca®*],: von ~100 nM betragt die [Ca®] im extrazellularen Raum
bei allen S&ugetieren ~1 mM. Um diesen Konzentrationsgradienten
aufrechtzuerhalten, muss dauerhaft Ca** aus der Zelle gepumpt werden. Dabei
spielen zellmembranstandige Ca®*-ATPasen eine wichtige Rolle, die unter ATP-
Verbrauch Ca?" in den Extrazellularraum verschieben. Der zuvor erwéhnte NCX kann
ebenfalls Ca** aus der Zelle herauspumpen. Dieser Antiporter macht sich den Na*-
Gradienten zunutze und kann jeweils ein Ca?*-lon nach extrazellular fur 3 Na*-lonen
nach intrazellular austauschen.

Fir den Einstrom von Ca?*-lonen uber die Plasmamembran gibt es mehrere

Mechanismen. Die spannungsgesteuerten Ca®’-Kanale, welche z.B. in glatten
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Muskelzellen eine wichtige Rolle spielen, sind in Endothelzellen vermutlich nur von
untergeordneter Bedeutung (Li et al. 1999). Funktionell entscheidender ist eine Reihe
von Kationenkanélen, die direkt von anderen Molekilen und Proteinen aktiviert
werden. Ein Beispiel hierfur sind die IP3Rs, die bereits vom ER bekannt sind, aber
auch in der Plasmamembran vorkommen und durch IP3 aktiviert werden (Putney et
al. 1999). Aullerdem kommen als nicht-selektive Kationenkandle verschiedene
Transient Receptor Potential Kanale (TRP-Kanéle) in der Zellmembran vor, durch die
ebenfalls Ca?*-lonen in die Zelle einstrémen konnen. Erst in den letzten Jahren
wurden die sogenannten Orai-Proteine entdeckt. Diese koénnen sich in der
Zellmembran zu hoch selektiven Ca®*-Kandlen zusammenschlieRen (Feske et al.
2006). Diese Kandle spielen eine besonders wichtige Rolle im sogenannten store-
operated Ca®" entry (SOC). Es wird vermutet, dass es sich bei dem SOC um den
wichtigsten Agonisten-induzierten Ca**-Einstrom in vaskuldren Endothelzellen
handelt (Dolor et al. 1992).

Dieser Einstrom wird Uber mehrere Stufen vermittelt. Uber G-Protein
(Guaninnucleotid-bindendes Protein) oder Tyrosin-Kinase-gekoppelte Rezeptoren
entsteht an der Plasmamembran IP3. Dieses loést am ER udber IP3Rs eine
Ausschiittung von Ca®**-lonen aus. Der Abfall der [Ca®"] im ER wird von dem
Transmembranprotein STIM detektiert, welches in der Membran des ER liegt. Zur
Gruppe der STIM-Proteine gehéren STIM 1 und STIM 2. Von diesen ist STIM 1 fur
den SOC von besonders groRer Bedeutung. STIM 1 hat eine hohe Potenz, Orai-
Proteine in der Zellmembran zu aktivieren, die hoch selektive Poren bilden, durch die
Ca**-lonen nach intrazellular strémen (Roos et al. 2005). STIM 2 hat eine deutlich
gréRere Sensitivitat fiir Veranderungen der [Ca®'] im ER, aber eine geringere Potenz,
Orai-Proteine zu aktivieren (Smyth et al. 2010).

Der Einstrom durch die SOC-Kanale limitiert sich selbst, indem das Ca®" gleichzeitig
seinen eigenen Einstrom hemmt. AuRerdem wird zytosolisches Ca?* zuriick in das
ER gepumpt, um die intrazellularen Ca®*-Speicher wieder zu fiillen. So entsteht ein
biphasisches Ca®*-Signal aus einem sehr raschen Ca®*-Anstieg durch die
Freisetzung aus dem ER, gefolgt von dem etwas langer anhaltenden Ca®*-Einstrom
von extrazellular. Insgesamt spielt sich dieses Signal in einem Zeitraum von
Sekunden bis Minuten ab (Tiruppathi 2002).

Obwohl der SOC-Mechanismus in den letzten drei Jahrzehnten intensiv erforscht

18



wurde, gibt es weiterhin Unklarheiten. Es werden viele verschiedene Agonisten, die
membransténdige Kationenkanéle aktivieren, als mégliche Botenstoffe fur den SOC-
Mechanismus diskutiert.

Weitere Komplexitiat bekommen Ca®*-Signale in der eukaryotischen Zelle dadurch,
dass sie oft nicht einmalig, sondern meist als rasch aufeinanderfolgende und in der
Frequenz und Amplitude variierende Erh6hungen von [Ca2+]zyt auftreten.

Es scheint, als ob dieses Phanomen der sogenannten Ca**-Oszillation haufiger die
physiologischere Reaktion auf Agonisten ist als die einmaligen Erhdéhungen von
[Ca2+]zyt. Ca®*-Oszillationen sind seit der Mitte der siebziger Jahre bekannt und
seither intensiv erforscht worden.

Der Zusammenhang von [Ca2+]zyt-Schwankungen und den STIM-Proteinen, welche
die [Ca®"] im ER messen, ist nachgewiesen, ebenso wie deren Beziehung zum SOC-
Mechanismus (Dupont et al. 2011). Eine zentrale Rolle fiir Ca®*-Oszillationen spielen
aulBerdem das schon mehrfach erwahnte IP3 und die damit verbundenen IP3Rs
(Dupon et al. 1993).
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2.3. Fragestellung und Zielsetzung

Die Statistik von Pneumokokken-assoziierten Erkrankungen des Menschen, im
Speziellen der Lunge, spricht fur sich und macht deutlich, dass die
Behandlungsmadglichkeiten bei schwersten Infektionen teilweise mangelhaft sind, und
dass sowohl in den Industrienationen als auch im Rest der Welt viele Menschen von
besseren Therapien profitieren kénnten. Eine bessere Behandlung kann aber nur aus
einem besseren Verstandnis der Pneumokokkeninfektion und des Bakteriums selbst
resultieren. Die genaue Erforschung der Virulenzfaktoren und ihrer Interaktionen
muss daher vorangetrieben werden. Die Invasion des Bakteriums tUber die Blutbahn
und die Wechselwirkungen mit dem Endothel, insbesondere dem Lungenendothel,
spielen bei lebensbedrohlichen Pneumokokkeninfektionen eine entscheidende Rolle.
Der genaue Blick auf [Ca®*], ist in diesem Kontext einmal aufgrund der Bedeutung
fur Vorgange in der Endothelzelle, die fur den Krankheitsverlauf entscheidend sind,
von besonderer Relevanz. Des Weiteren wurde der Einfluss auf [Ca2+]zyt durch die
Bildung von Poren bereits dargelegt. Die Abgrenzung eines neuen aktiven Signals zu
dieser Porenbildung soll durch die weitere Untersuchung von [Ca®‘],y: erfolgen.
Speziell Oszillationen von [Ca2+]zyt sind nach aktuellsten Erkenntnissen Abbild
zellularer Signalweiterleitung in physiologischen und pathologischen Situationen und
damit ein mdglicher Schlussel fir das Verstandnis und die zukunftige Behandlung
von Pneumokokken-assoziierten Erkrankungen. Aus diesem Grund wird in dieser
Arbeit detailliert [Ca2+]zyt in Endothelzellen in Reaktion auf Pneumokokken und ihre
Virulenzfaktoren untersucht.

Hierzu sollen folgende Fragestellungen bearbeitet werden:
1. Haben Pneumokokken bzw. Pneumokokken-spezifische Virulenzfaktoren
einen Einfluss auf [Ca2+]zyt, der Uber die bereits bekannte Bildung von Poren
hinausgeht und ein aktives Signal innerhalb der Zelle darstellt?

2. Welcher Mechanismus liegt diesem Signal zugrunde?

3. Sind die Ergebnisse auf die intakte Lunge tbertragbar?
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3. Materialien und Methodik

3.1. Materialien

3.1.1. Allgemeine Reagenzien

Name

Aqua ad injectabila

Adenosintriphosphat
CacCl,

Dextran 70.000 kDa
Fura-2 AM

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-

ethansulfonsaure (HEPES)
Isotone NaCl-Lésung

KCI

MgCl,

NaCl

Pluronic
Fetal bovine serum (FBS)

Thapsigargin

Rotenone

3.1.2. Allgemeine Gerate

Hersteller

Baxter Deutschland GmbH,
Unterschlei3heim, Deutschland

Sigma, Saint Louis, Missouri, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Baxter Healthcare SA, Zurich, Schweiz
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
J. T. Backer, Deventer, Holland

Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Eppendorf Reference 20 Pipette Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Research 10 Pipette Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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Eppendorf Research 100 Pipette
Eppendorf Research 1000 Pipette
Zentrifuge Hettich Hamatokrit Typ 201

Zentrifuge Biofuge 28 RS

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen,
Deutschland

Heraeus Instruments, Osterode,

Deutschland
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3.2. Materialen fir in vitro Versuche

3.2.1. Reagenzien/Medikamente

Trypanblau Lésung (0,4%)
Endothelial Cell Growth Medium

Supplement Mix

Phosphate Buffered Saline (PBS)
Accutase

Penicillin/Streptomycin

10000IE/m|/10000pg/ml

3.2.2. Losungen

HBS

Endothelzell Nahrmedium (MV)

3.2.3. Material

Objekttrager BD Falcon Culture Slides

Kulturflaschen 25cm? (T75)
Neubauer Zahlkammer

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Promocell Gmbh, Heidelberg,
Deutschland

Promocell Gmbh, Heidelberg,
Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
PAA Laboratories Gmbh, Pasching,
Austria

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

20mM HEPES; 1mM CaCl,; 1mM MgCly;
5mM KCI; 150mM NacCl; 10mM Glucose;
ad 1L ddH,0; pH 7,4; 295 mOsm
Endothelial Cell Growth Medium MV;
SupplementMix; 100IE/ml Penicillin;
100pg/ml Streptomycin

BD Biosciences Europe, Erembodegen,
Belgien

Sarstedt inc., Newton, USA

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim,

Deutschland
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3.2.4. Gerate

CCD-Kamera
Lampe Olympus U-RFL-T

Mirkoskop Olympus BX40

Objektiv Achroplan 40x0,80 W
Filterrad und Shutter Lambda 10-2

CoolSnap HQ, Roper Scientific, USA
Olympus Europa Holding GmbH,
Hamburg, Deutschland

Olympus Europa Holding GmbH,
Hamburg, Deutschland

Zeiss, Oberkochen, Deutschland
HEKA Elektronik, Lambrecht,
Deutschland

3.3. Materialien fur Tierversuche

3.3.1. Medikamente

Herparin-Natrium

Histamin dihydrochlorid

Human Albumin

Isofluran

Rompun 2%

Ketanest

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Baxter Deutschland GmbH,
Unterschlei3heim, Deutschland

Abbott GmbH & Co.KG, Wiesbaden,
Deutschland

Bayer Vital GmbH, Leverkusen,
Deutschland

Pfizer Pharma GmbH, Berlin,

Deutschland
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3.3.2. Loésungen

HBS-Puffer

Isotone Kochsalzlésung

Human Albumin

3.3.3. Materialien

Perma-Handseide Fadendicke O
10ml BD Discardit Il Spritze

20ml / Luer Solo Spritze

2ml / Luer Solo Spritze

5ml BD Discardit Il Spritze

Baysilone-Paste 359

BD Eclipse Needle 23G 1
BD Microlance 3 20G

BD Plastipak 1ml

20mM HEPES; 1mM CaCl,; 1mM MgCly;
5mM KCI; 150mM NaCl; 10mM Glucose;
0,16mM Dextran 70.000; ad 1L ddH,0O; pH
7,4; 295 mOsm

Natriumchlorid 9,0 %

50g/L Human Albumin; Natriumcaprylat
4mmol/l (0,7g/L); Natriumacetyltryptohanat
4mmol/l (1,1g/L); Natriumionen 130-
160mmol/l; Natriumchlorid 7,5¢g/L ad 1L
ddH,0O

Ethicon, Norderstedt,Deutschland
Becton Dickinson S.A., Fraga, Spanien

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland
Becton Dickinson S.A., Fraga, Spanien

GE Bayer Silicones, Leverkusen,
Deutschland

BD, Franklin Lakes, NJ, USA
Becton Dickinson S.A., Fraga, Spanien

Becton Dickinson S.A., S. Augustin del
Guadalix, Madrid, Spanien
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Cellstar PP-Test Tubes 15ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Combi Stopper B. Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland

Deckglaser 24mm @ VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Discofix-3 B. Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland

Druckleiter Smith Medical International Ltd. Hythe,
Kent, England

Edisonite Classic alkalischer Merz Hygiene GmbH, Frankfurt,
Schnellreiniger Deutschland

EpT.I.P.S. Standard 200pl Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
EpT.I.P.S. Standard 50-1000ul Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Falcon Petri Dish 50x9mm Style Becton Dickinson Labware Europe, Becton

Dickinson Frankreich S.A., Le Pont De
Claix, Frankreich

Falcon Petri Dish 90x20mm Style Becton Dickinson Labware Europe, Becton
Dickinson Frankreich S.A., Le Pont De
Claix, Frankreich

Micro-Flo Luer-Lock 30cm DKS Loversan SpA, Germonio, Italien

Mikrokatheter Polythene Tubing 0,28mm ID Smith Medical International Ltd. Hythe,

0,61mm OD Kent, England

Schienungskatheter Polythene Tubing Smith Medical International Ltd. Hythe,
0,86mm ID 1,27mm OD Kent, England

Mini-Spike Plus B. Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland

Mullkompressen 5x5cm 12-fach Fuhrmann Verbandstoffe GmbH, Much,
Deutschland

26



Peha-soft Puderfreie Handschuhe

Eppendorf-Reagenzgefall 1,5ml

Rotilabo-Fertigstopfen aus Naturgummi

SafeSeal Gefald 1,5ml braun

Saran Verpackungsfolie

Silicon Schlauch 2,0x1x4,0mm

Silicon Schlauch 4,0x1,5x7,0mm

Polyethylen Schlauch ID 1,5mm WS

0,6mm

Nasensondenschlauch OD 3,3mm 10ch

Tygon 4,0mmx5,6mm

Chirurgisches Skalpell
T-Schlauchverbindungsstiick 4-5mm

Wattestabchen

3.3.4. Gerate

Paul Hartmann AG, Heidenheim,
Deutschland

Sarstedt Aktiengesellschaft & Co.,

Nurnbrecht, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sarstedt Aktiengesellschaft & Co.,

Nurnbrecht, Deutschland

Dow Deutschland Anlagengesellschaft mbH,
Schwalbach/Ts., Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Smith Medical International Ltd. Hythe,
Kent, England

VWR International GmbH, Darmstadt,

Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland
Kartell Spa, Noviglio (Milano), Italien

Karl Beese GmbH & Co., Barsbhuttel,

Deutschland

Hersteller
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Wasserbad GFL

Beatmungsgerat Harvard Rodent Ventilator

Modell 683
Hochgeschwindigkeitsfilterrad
Hohenverstellbarer Aluminium Tisch
Computer Imaging Microscopy

LCD Monitor Imaging Microscopy

Lampe KL 1500 Elektronik
LCD Monitor

Druckwandler Marquette Tram 600s]

Monitor Marquette Transcope 12

Wasserbad Medingen WB 6

Wage Mettler P6N

Nalgene 5311 Desiccator

Objektiv Achroplan 40x0,80 W

Perfusor 11Plus

Shutter Lambda 10-2
Vortexer VF 2

Kaltlichtlampe VSB HBO 100

Gesellschaft fur Labortechnik mbH,
Burgwedel, Deutschland

Harvard Apperatus GmbH, Holliston,
Massachusetts, USA

Shutter, USA

VWR International, West Chester,
Pennsylvania, USA

Visitron Systems GmbH, Puchheim,
Deutschland

Visitron Systems GmbH, Puchheim,
Deutschland

Schott AG, Mainz, Deutschland

Fujitsu Computers Siemens, Minchen,
Deutschland

GE Medical Systems, Freiburg,
Deutschland

GE Medical Systems, Freiburg,
Deutschland

P-D Industriegesellschaft mbH, Dresden,
Deutschland

Mettler Wagen GmbH, Giessen,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Roskilde,
Danemark

Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Harvard Apperatus GmbH, Holliston,
Massachusetts, USA

HEKA Elektronik, Lambrecht, Deutschland
Janke & Kunkel GmbH & Co KG IKA
Labortechnik, Staufen i. Br., Deutschland
Leistungselektronik Jena GmbH, Jena,

Deutschland
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Rollerpumpe Watson-Marlow 520S
WSB Piezodrive 05

Druckwandler LogiCal Medex
CCD-Kamera

Reflektorschieber 3 FL

Filterset fur Fura 2 F71-000

Mikroskop Axiotech Vario 451032

Watson-Marlow Bredel Pumps, Falmouth,
United Kingdome

Carl Zeiss Werk Gottingen, Gottingen,
Deutschland

Smiths Medical, Grasbrunn, Deutschland
CoolSnap HQ, Roper Scientific, USA
Carl Zeiss Werk Gottingen, Gottingen,
Deutschland

AHF analysentechnik AG, Tubingen,
Deutschland

Carl Zeiss Werk Gottingen, Gottingen,
Deutschland

3.4. Materialen fur die Pneumokokkenkultivierung

3.4.1. Reagenzien/Medikamente
BD Sensi-Disc™ Erythromycin, 15 ug
BD Sensi-Disc™ Chloramphenicol, 30 ug

Kanamycin

3.4.2. Materialien

Blutagar col sb+

Ausstrichdsen

3.4.3. Gerate

Brutschrank

BD, Franklin Lakes, NJ USA
BD, Franklin Lakes, NJ USA

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland
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3.5. Pneumokokken

Der Pneumokokkenstamm D39 wurde freundlicherweise durch die Abteilung
,Genetik der Mikroorganismen® von Prof. Dr. Hammerschmidt des ,Interfakultaren
Instituts fur Genetik und Funktionelle Genomforschung“ an der Ernst-Moritz-Arndt-
Universitat in Greifswald zur Verfigung gestellt. Der Stamm D39 wurde bereits 1916
klinisch isoliert und ist bis heute der am haufigsten verwendete und der am besten
erforschte humanpathogene Pneumokokkenstamm (Avery et al. 1943 und Lanie et
al. 2007), weswegen er auch in dieser Arbeit genutzt wurde.

Folgende Mutanten wurden verwendet:

Tabelle 1: Pneumokokkenstamme und Resistenzen

Name Mutation Resistenz

D39 WT Wildtyp -

D39 APLY Pneumolysin defizient Erythromycin
D39 ACPS Kapsel defizient Chloramphenicol

Die entsprechenden Resistenzen der Stamme D39 WT, D39 ACPS und D39 APLY

wurden durch Ausplattierung erfolgreich nachgewiesen.

3.6. Pneumolysin

Das aus dem Pneumokokkenstamm D39 isolierte Pneumolysin wurde ebenfalls von
unserem Kooperationspartner, der Abteilung ,Genetik der Mikroorganismen® von
Prof. Dr. Hammerschmidt des ,Interfakultéren Instituts fur Genetik und Funktionelle
Genomforschung® an der Ernst-Moritz-Arndt-Universitat in Greifswald, hergestellt und

uns Uberlassen.

3.7. Bakterienkultur

Um die Vitalitat, die Reproduktionsfahigkeit und die entsprechenden Mutationen zu
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Uberprufen, wurden alle Pneumokokken-Mutanten auf Blutagarplatten ausplattiert,
welche mit den entsprechenden Antibiotika bzw. Antibiotikaplattchen bestickt waren.
Es wurde ein Dreidsenausstrich durchgefuhrt.

Die Platten wurden im ,Institut fir Medizinische Mikrobiologie, Virologie und Hygiene*
des Universitatsklinikums Eppendorf im Labor der Arbeitsgruppe von PD Dr. med.
H. Rohde in einem Brutschrank bei 33° C und 5% CO, fur 48 Stunden inkubiert und

anschlieend auf Wachstum und Hemmhofe hin ausgewertet.

3.8. Intrazellulare Calciummessung mittels

Fluoreszenzmikroskopie

3.8.1. Fura-2-AM

Der Farbstoff Fura-2 ist ein Indikator fir die Messung von [Ca2+]zyt, der durch UV-
Licht angeregt wird. Fura-2 bindet Calcium als Chelatkomplex und verandert dadurch
seine Konformation und damit wiederum auch die Wellenlange, mit der eine
maximale Anregung erreicht wird. Die Wellenlange mit der maximalen Anregung von
Fura-2 liegt in Ca**-reicher Umgebung bei 335 nm und in Ca** freier Umgebung bei
363 nm. Die maximale Emission beider Konformationen liegt dicht beieinander bei
ca. 500 nm. Fur die fluoreszenzmikroskopischen Messungen wurde die Emission
sowohl bei einer Exitation mit 340 nm als auch mit 380 nm gemessen. [Ca2+]zyt wird
aus der computergenerierten 340:380 Ratio gebildet, basierend auf einem Ky-Wert
von 224 nmol/l und einer entsprechenden Kalibration.

Fura-2 kann die Zellmembran nicht passieren. Um Ca®*im Zytosol zu messen, muss
Fura-2 membranganging gemacht werden. Eine Methode, um Fluoreszenzfarbstoffe
in intakten Zellen anzureichern, ist, hydrophobe Esterderivate (gangig ist die
Verwendung von Acetoxymethyl), welche die Zellmembran passieren kénnen, an den
Farbstoff zu binden. Diese werden dann von intrazellularen unspezifischen Esterasen
hydrolysiert, und der Farbstoff liegt so wieder in seiner nicht membrangangigen Form

als Polycarboxylat Anion vor (Tsien et al. 1982).
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3.8.2. Kalibration

Die Kalibration erfolgte nach der Grynkiewicz-Gleichung (Grynkiewicz et al. 1985).

y R-Visc xR,
Sy, ViscxR__ —R

Tabelle 2: Variablen in der Kalibration nach Grynkiewicz

Ky Dissoziationskonstante, die bei Fura bei 37°C 224 nmol/l
A 340 nm
A2 380 nm

Fa1 Fluoreszenzintensitat bei 340nm Exitation

Fa2 Fluoreszenzintensitat bei 380nm Exitation

R aus der Fluoreszenzintensitéat, die sich aus Fi/Fj; ergibt

Sz Intensitat A2 380 nm in Ca®*-freier Umgebung

Sh2 Intensitét bei A2 380 nm in Ca®*-haltiger Umgebung

Visc  Viskositatskoeffizienten mit dem Wert 1 fur wassrige Lésungen: der je nach

Versuchsprotokoll zwischen 0,7 und 0,85 liegt

Bei der Kalibration werden bei identischer Belichtungszeit, Filtereinstellung und
Grundlinien-Ratio durch Messungen der Emission nach Exzitation bei A 340 nm
sowie A 380 nm Werte flir Rmax, Sb2, Rmin Und St ermittelt. Zu diesem Zweck erfolgen
zwei getrennte Versuche mit Ca?*-freiem Puffer und Ca®-haltigem Puffer. Diese
Versuche ergaben flr Rmin 0,4, Rmax 7, Stz 720 und Sy, 40.

3.8.3. Software

Die Bildung der Ratio sowie die Berechnung der [Ca®‘] aus der kalibrierten
Grynkiewicz-Gleichung Ubernimmt das Programm MetaFluor® (© 2004 — 2006
Molecular Devices Corporation, Silicon Valley, USA). Dieses Programm ist speziell

fur  die Messung  von intrazellularen lonenkonzentrationen mittels
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Fluoreszenzmessung konzipiert. Es kdnnen parallel ein oder zwei Wellenlangen
gemessen werden. Metafluor kann gleichzeitig sowohl die Originalintensitaten beider
Wellenldngen als auch die errechneten Ratiobilder darstellen. Aul3erdem kdnnen alle
Messwerte in Echtzeit als Graphen ausgegeben werden, um die optimale Verfolgung

des Versuchsablaufes zu gewahrleisten.
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3.9. In vitro Mikroskopie von HPMEC

3.9.1. Kultivierung

Es wurden Human Pulmonary Microvascular Endothelilal Cells (HPMEC) der Firma
PromoCell verwendet. Die Kultivierung fand unter standardisierten Bedingungen in
spezifischem Endothelzellmedium mit Penicillin/Streptomycin bei 37°C und 5%CO,
statt.

Die Zellen wurden bei ca. 90% Konfluenz mit Accutase von der Oberflache der
Kulturflaschen (T252) gelost und mit einer definierten Dichte neu ausgesat. Dabei
wurden maximal Zellen bis zu einer Passagezahl von 7 verwendet, bei einer vom
Hersteller garantierten Zelltyp-Spezifitat bis mindestens 15
Populationsverdopplungen.

Die HPMEC wurden fur die in vitro-Mikroskopie auf spezielle Objekttrager (BD
Falcon Cultur Slides) ausgesat und unter den genannten Bedingungen fir 48-96
Stunden. nochmals kultiviert, bis die Zellen einen 90% konfluenten einfachen
Zellrasen ausgebildet hatten.

3.9.2. Experimentelles Versuchsprotokoll

3.9.2.1. Versuchsablauf

Zum Anfarben der HPMEC wurde der Objekttrager fur 45 Minuten mit 500 pl 5 uM
Fura-2-AM Losung in HBS bei 37°C und 5%CO, im Brutschrank inkubiert.

Nach dem Abwaschen des Farbstoffes erfolgte die Messung von [Ca2+]zyt zZu
Ausgangsbedingungen in Ca*'-haltigem bzw. Ca*-freiem HBS. Es folgte die
Inkubation mit 5*10° CFU/ml WT-Pneumokokken (WT), PLY-defizienten
Pneumokokken (APLY), Kapsel-defizienten Pneumokokken (ACPS) oder 5 ng/ml
isoliertem Pneumolysin (PLY) Uber 45 min. AuRerdem wurden Versuche nach

Vorinkubation mit Thapsigargin (TG), einem Inhibitor der ATPase des
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Endoplasmatischen Retikulums, und 50uM Rotenone (RO), einem Inhibitor der

mitochondrialen Atmungskette, durchgefiihrt. Entsprechende Kontrollgruppen wurden

ebenfalls etabliert, um maogliche Fehler zu erkennen bzw. Vergleichbarkeit zu

schaffen. Die Versuche wurden technisch bedingt unter Raumtemperatur
durchgefuhrt.
3.9.2.2. Versuchsgruppen
Tabelle 3: Versuchsgruppen der in vitro Versuche
Gruppe |Anzahl der Versuche (n) Definition
Kontrolle 6 Kontrolle
WT 7 Wildtyp-Pneumokokken
ACPS 7 Kapsel-defizient
APLY 6 Pneumolysin-defizient
PLY 6 Pneumolysin
K- @Ca* 4 Kontrolle Ca**-frei
WT-@Ca** 9 Wildtyp-Pneumokokken Ca**-frei
PLY-@Ca”* 7 Pneumolysin Ca**-frei
K-TG 4 Kontrolle Thapsigargin
WT-TG 5 | Wildtyp-Pneumokokken Thapsigargin
PLY-TG 5 Pneumolysin Thapsigargin
K-RO 5 Kontrolle Rotenone
WT-RO 7 Wildtyp-Pneumokokken Rotenone
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Um eine Veranderung von [Ca2+]zyt in Reaktion auf Pneumokokken in HPMEC zu
untersuchen, wurde [Ca2+]zyt mittels eines Ca®*-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffes
gemessen. Aus diesen Messungen wurden die Anzahl reagibler Zellen, die
durchschnittlich maximale [Ca2+]zyt ([Ca*lmax) unter Ausgangsbedingungen und
wahrend der Interventionsphase sowie die Latenz bis zum ersten Ca**-Anstieg und
die Anzahl aller Ca*-Anstiege wahrend der Interventionsphase (Frequenz) bestimmt,
um das Signal charakterisieren zu konnen. Um den Einfluss des jeweiligen
Virulenzfaktors  beurteilen zu koénnen, erfolgte die Untersuchung der
Versuchsgruppen ACPS, APLY und PLY.

In den Versuchsgruppen Kontrolle, WT, ACPS, APLY und PLY wurden insgesamt 32
Objekttrager in Ca®*-haltigem HBS untersucht:

Versuchs- Ausgangs- Intervention
gruppe bedingungen

10 min 55 min
: —
Kontrolle HBS n==6
WT HBS n=7
ACPS HBS n=7
APLY HBS n=6
PLY HBS n==6

Abbildung 1: Versuchsgruppen der Calciummessung an HPMEC in HBS-Puffer. Dargestellt sind die Versuchsgruppen
Kontrolle (Kontrolle), Wildtyp (WT), Pneumolysin-Defizient (APLY) und isoliertes PLY (PLY). In allen Versuchsgruppen
erfolgte eine Aufzeichnung der [Ca2+] zu Ausgangsbedingungen bei Inkubation mit HBS iber 10 min (hellgrau hinterlegt).
Wahrend der Intervention wurden die HPMEC uber 45 min entsprechend der Gruppe mit je 5x10° CFU/mI
Pneumokokken D39 WT, D39 ACPS und D39 APLY bzw. 5 ng/ml isoliertem PLY Inkubiert (dunkelgrau hinterlegt).
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Um die Rolle von extrazellularem Ca?* zu untersuchen, wurde der Ca®*-Einstrom von
extrazellular ins Zytosol durch die Verwendung von Ca?*-freiem Puffer verhindert.

In den Versuchsgruppen K-@Ca®", WT-@Ca?*, PLY-@Ca** wurden 20 Objekttrager in
Ca**-freiem HBS untersucht:

Versuchs- Ausgangs- Intervention
gruppe bedingungen

5 min 45min
| ] »
| | >
K-@Ca”  [HBs @ca?’ n=4
2 -
WT- @Ca” [ 4Bs gca* n=9
2+ -
PLY- @Ca HBS @Ca% n=7

Abbildung 2: Versuchsgruppen der Calciummessung an HPMEC in Ca*'-freier Umgebung. Dargestellt sind die
Versuchsgruppen Kontrolle in ca”'-freier Umgebung (K- @Ca2+), WT-Pneumokokken in Ca**-freier Umgebung (WT-
@Ca”") und isoliertes PLY in Ca®*-freier Umgebung (PLY-@Ca*"). In den Versuchsgruppen erfolgte eine Aufzeichnung
der [Ca2+]zyt zu Ausgangsbedingungen bei Inkubation mit Ca®*-freiem HBS-Puffer iiber 5 min (hellgrau hinterlegt).
Wahrend der Intervention wurden die HPMEC (ber 45 min entsprechend der Gruppe mit Ca*'-freiem HBS alleine oder
mit 5x10°> CFU/ml Pneumokokken des Stammes D39 WT oder 5 ng/ml isoliertem PLY, jeweils in Ca®'-freiem HBS
resuspendiert, inkubiert (dunkelgrau hinterlegt).
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Um die Bedeutung des ERs fiir das Ca®*-Signal zu analysieren, wurde im Vorhinein

das endoplasmatische Retikulum als Ca**-Speicher durch die Vorinkubation mit 10
MM TG entleert. In den Versuchsgruppen K-TG, WT-TG und PLY-TG wurden

insgesamt 14 Objekttrager in Ca**-haltigem HBS mit TG untersucht:

Versuchs-  Ausgangs- Intervention
gruppe  bedingungen

5 min 30 min 75 min

] | la

T T ™
K-TG HBS n=4
WT-TG HBS n=5
PLY-TG HBS n=5

Abbildung 3: Versuchsgruppen der Calciummessung an HPMEC nach Stimulation mit Thapsigargin (TG). Dargestellt
sind die Versuchsgruppen, TG Kontrolle (K-TG), WT-Pneumokokken nach TG Stimulation (WT-TG) und isoliertes PLY
nach TG Stimulation (PLY-TG). In allen Versuchsgruppen erfolgte eine Aufzeichnung der [Ca2+]zy‘ zZu
Ausgangsbedingungen bei Inkubation mit HBS tber 5 min (hellgrau hinterlegt). Dann wurden die Zellen tUber 25 bzw.
75 min mit 10 uM TG in HBS inkubiert (grau hinterlegt). In den Gruppen WT-TG und PLY-TG folgte nach 30 min die
Inkubation mit 5x10° CFU/ml Pneumokokken des Stammes D39 WT bzw. 5 ng/ml isoliertem PLY fiir 45 min

(dunkelgrau hinterlegt).
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Die Rolle von Mitochondrien wurde untersucht, indem die mitochondrialen Ca*-
Speicher durch Vorinkubation mit 50 uM RO blockiert wurden, sodass diese nicht an
der Bildung eines Ca**-Signals mitwirken konnten.

In den Versuchsgruppen K-RO und WT-RO wurden insgesamt 12 Objekttrager in
Ca?*-haltigem HBS mit RO untersucht:

Versuchs- Ausgangs- Intervention
gruppe bedingungen

5 min 30 min 75 min

] | Ly
T T ™

K-RO HBS HBS + RO n=5

Abbildung 4: Versuchsgruppen der Calciummessung an HPMEC nach Vorinkubation mit Rotenone (RO). Dargestellt

sind die Versuchsgruppen Rotenone Kontrolle (K-RO) und WT-Pneumokokken nach RO Stimulation (WT-RO). In allen
Versuchsgruppen erfolgte eine Aufzeichnung der [Ca2+] zu Ausgangsbedingungen bei Inkubation mit HBS tber 5 min
(hellgrau hinterlegt). Die Zellen wurden tber 25 bzw. 75 min mit 50 uM RO in HBS-Puffer inkubiert (grau hinterlegt). In
der Gruppe WT-RO folgte zur Minute 30 die Intervention mit 5x10° CFU/mI Pneumokokken des Stammes D39 Wildtyp
(dunkelgrau hinterlegt).

3.9.3. Mikroskopie

Fur die Epifluoreszenzmessung an humanen Endothelzellen in vitro verlief das Licht
einer Kaltlichtlampe (Olympus U-RFL-T) durch ein Filterrad und die Blende (Lambda
10-2). Das Mikroskop (Olympus BX40) ist mit einem Filter fir die Exitation auf den
Wellenlangen 340, 360 und 380 nm und die Emission auf 500 nm (Filterset fur Fura
2) in einem Reflektorschieber ausgerustet. Die Belichtungszeit und
Exzitationswellenlangen werden Uber die Software (Metafluor) eingestellt. Der
Farbstoff wurde entsprechend der Kalibration mit den Wellenlangen 340 nm und 380
nm angeregt. Die resultierende Fluoreszenz wird von einer Kamera (CCD-Kamera)
detektiert und direkt zur Online-Bilderverarbeitung an die Auswertungssoftware

(Metafluor) Gbermittelt.
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Exitation Emission
340/380 nm 510 nm

Linse

Fura-2 geladene
N Endothelzellen

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Aufbaus der in vitro Mikroskopie.

3.9.4. Messparameter

Folgende Endpunkte wurden bei der Messung mit Fura-2 generiert und bewertet: Ein

Ca’*-Signal zeichnete sich dabei durch einen Anstieg von [Ca2+]zyt um mindestens

50% im Vergleich zur unmittelbar vorher gemessenen [Ca2+]zyt und einem folgenden

Abfall von [Ca® ],y aus.

Tabelle 4: Endpunkte

Reagible Zellen

maximale [Ca®,y

([Ca Tmax)
Frequenz

Latenz

Anteil der  Zellen an der  Gesamtzellzahl des
Untersuchungsbereiches, die in der Interventionsphase mit
mindestens einem charakteristischen Ca?*-Signal reagiert
haben

hochster gemessener Ca®*-Wert wahrend der
Ausgangsbedingungen und wéahrend der Interventionsphase
Anzahl  der  charakteristischen = Ca®'-Signale  pro
Untersuchungszeitraum

Zeitraum bis zum ersten Auftreten eines charakteristischen

Ca**-Signals
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3.10. In situ Mikroskopie von Endothelzellen subpleuraler
kapillarer Venolen in der isoliert perfundierten

Rattenlunge

3.10.1. Versuchstiere

Die Tierversuche wurden nach dem 8§ 8 des Tierschutzgesetzes durch das ,Amt fur
Gesundheit und Verbraucherschutz- Lebensmittelsicherheit und Veterinarwesen der
Freien und Hansestadt Hamburg“ genehmigt. Die Tierversuche wurden entsprechend
der Richtlinien der Tierschutzkommission durchgefthrt.

Fur die Versuche wurden Sprague Dawley Ratten von der Firma Charles River
Deutschland GmbH (Sulzfeld, Deutschland) bezogen mit einem durchschnittlichen
Gewicht von 437,61 g + 54,76 g. Die Ratten wurden bis zum jeweiligen Versuchstag
in Kafigen mit je drei Ratten bei konstanten 24°C, 50% Luftfeuchtigkeit, einem 12
Stunden Tag-/Nachtrhythmus und freiem Zugang zu Wasser und Trockenfutter
gehalten. Der Transport der Ratten in die Laborrdume der Klinik und Poliklinik far
Anasthesiologie erfolgte unmittelbar vor der Durchfiihrung der Versuche in einem

Transportkafig.

3.10.2. Funktion und Aufbau des Perfusionssystems

Das Perfusionssystem bestand aus einem vendsen Reservoir, einer Rollerpumpe,
einem Blasenfanger, einem Warmetauscher sowie den beiden Druckmessern.

Das vendse Reservoir (20 ml) war auf Hohe der Lunge angebracht. Von hier wurde
das Perfusat durch die Rollerpumpe weiterbeférdert. Die verwendete Pumpe konnte
Pumpleistungen im Bereich von 0,09 ml/min bis zu 199 ml/min erbringen und wurde
wahrend des Versuches auf einen Wert von 3 ml/min eingestellt. Uber den
Blasenfanger, in dem ein Flussigkeitsspiegel von 2-3 cm eingestellt wurde, wurde

das Perfusat durch ein Wasserbad gepumpt und anschlieRend mit 37°C Uber den
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arteriellen Schenkel in die Pulmonalarterie appliziert. Hier war die arterielle
Druckleitung fur die kontinuierliche Druckmessung mit dem System verbunden. Die
in dem linken Vorhof gelegene Kanule drainierte das vendse Blut in den vendsen
Schenkel des Perfusionssystems, mit dem - analog zur arteriellen Seite - der vendse
Druckleiter verbunden war. Uber einen Bypass-Schenkel im vendsen System konnte
ein Mikrokatheter in der Lunge platziert werden. Aus dem vendsen Schenkel lief das

Perfusat passiv wieder in das vendse Reservoir.

Beatmung Isolierte Lunge

/ Blasenfanger

Warmetauscher

Arterielle
Druckmessung

Vendse

Druckmessung

/

Bypass-Schenkel

VenoOses Reservoir

Rollerpumpe

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Aufbaus der in situ Mikroskopie.
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3.10.3. Anasthesie und Beatmung

Zur Vorbereitung auf den Versuch wurde das gesamte Perfusionssystem
nacheinander mit 20 ml physiologischer Kochsalzlésung, aktiviertem HBS-Puffer und
Humanalbumin gespuilt und entliftet.

Die Narkoseeinleitung erfolgte durch Inhalation von 5 Volumen% Isofluran (Furane)
bei einem Sauerstofffluss von 6L/min. Bei Verlangsamung der Spontanatmung als
Indikator fir den Beginn der Narkose wurden die Ratten mittels intraperitonealer
Injektion von 1,2 ml Ketanest (25 mg Ketamin) und 1,0 ml Rompun 2% (25 mg
Xylazin) anasthesiert. Dieses Anasthesieverfahren besitzt eine hohe analgetische
Potenz und ermdglicht die chirurgische Praparation bei Spontanatmung der Tiere.
Nach Erléschen der Schutzreflexe auf Schmerzreize erfolgte der Hautschnitt durch
einen medianen Langsschnitt von unterhalb des Larynx tber die gesamte Lange des
Thorax. Die Trachea wurde stumpf freiprapariert und infraglottisch durch Querinzision
zwischen zwei Knorpelspangen eroffnet. Eine ca. 1cm lange stumpfe Kanile wurde
vorgeschoben und mit zwei Faden (0- Perma-Handseide) fixiert. Uber diese Kaniile
erfolgte fur die Dauer der Praparation die kontrollierte Beatmung mit Raumluft mit
einer Frequenz von 115/min und einem PEEP von 5 cm H;O. Das Mediastinum
wurde durch eine totale Sternotomie und den Einsatz eines Thoraxspreizers
zuganglich gemacht. Mittels einer feinen Kanile wurde die Herzspitze punktiert und
Heparin (10.000 IE) appliziert. Je nach GroRRe des Tieres wurden dann Uber diese
Kanule 10 bis 15 ml Vollblut aspiriert, mit welchem dann die extrakorporale
Spullésung des Perfusionssystems ausgetauscht wurde, sodass die Lunge mit
autologem Blut perfundiert wurde.

Uber eine Inzision des rechten Ventrikels wurde die arterielle Kanile in die
Pulmonalarterie vorgeschoben und mit einem Faden (0-Perma-Handseide) fixiert.
Entsprechend wurde eine vendse Kanile tber den linken Ventrikel im Ansatz der
Pulmonalvenen platziert und befestigt. Die Lunge wurde vorsichtig mit Trachea und
Herz en bloc herausprapariert und an das extrakorporale Perfusionssystem sowie die
Ventilation angeschlossen. Es erfolgte eine apnoeische Beatmung mit einem
positiven Atemwegsdruck von 5 cm H,O mit 0,6 L/min Sauerstoff, 3 L/min Stickstoff
und 0,05 L/min Kohlenstoffdioxid. Wahrend des Versuches lagerte die Lunge in einer
Petrischale (90x20 mm) auf mit 0,9%iger NaCl-Lésung angefeuchteten
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Mullkompressen (5x5 cm) und war mit einer ebenfalls befeuchteten, luftdichten
Verpackungsfolie abgedeckt. Der gesamte Versuchsaufbau stand auf einem
Piezodrive-Mikroskopiertisch.

Durch die Praparation entstandene Atelektasen wurden durch einmaliges, dezentes
Uberblahen der Lunge wieder geoffnet. Es wurden Lungen verwendet, die eine
homogen rétliche Farbung aufwiesen, keine Zeichen von Hamostasen,
Hamorrhagien oder ausgepragten Atelektasen hatten und stabile Perfusionsdriicke
boten.

3.10.4. Hamodynamik

Zur Bestimmung des pulmonalarteriellen (PA) sowie des linksatrialen Drucks (LA)
wurden sowohl der arterielle als auch der vendse Schenkel des Perfusionssystems
mit den Druckwandlern verbunden und die Driicke kontinuierlich an einem Monitor
abgelesen.

Die Druckwandler waren auf Lungenhthe eingestellt. Der PA-Druck lag in einem
Bereich zwischen 6 cmH,O und 9 cmH,O. Der LA-Druck war auf einen Wert von 2
cmH,O eingestellt und konnte Uber die Hohe des vendsen Abflusses reguliert

werden.

3.10.5. Mikrokatheterisierung

Uber die Vena pulmonalis wurde ein Fiihrungskatheter (0,86 mm ID 1,27 mm OD) in
das zu untersuchende Lungensegment vorgeschoben und tber diesen wiederum ein
sehr feiner Mikrokatheter (0,28 mm ID 0,61 mm OD) bis in Wedge-Position
eingebracht. Das so isolierte, kleine, an der Lungenoberflache gelegene Areal wurde
Uber den Mikrokatheter mittels eines Perfusors isoliert perfundiert (1 ml/h). Durch die
niedrige Flussrate sollten die untersuchten Kapillaren mdglichst geschont und das
Austreten von Farbstoff verhindert werden, um moglichst spezifisch nur die
Endothelzellen anzufarben, welche die Wand der Kapillaren auskleiden, die im
gewinschten Areal liegen (Kuebler et al. 1999).

In dem Untersuchungsareal wurde eine subpleurale kapillare Venole unter dem
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Fluoreszenzmikroskop aufgesucht. Dazu wurde in Auflichtmikroskopie in der
entsprechend préparierten Lunge in dem Areal, das von dem mikrokatheterisierten
Gefal3 versorgt wird, ein subpleurales Gefald aufgesucht, welches in Richtung
abnehmendem Lumens perfundiert war und damit einer retrograd perfundierten
Venole entsprach (Bhattacharya et al. 1992). Nach Anfarben der Endothelzellen mit
Fura-2 waren die gute Abgrenzbarkeit sowie die kraftige Anfarbung der einzelnen
Endothelzellen und mdoglichst geringe Uberlagerungen des GefaRes von
Endothelzellen in anderen Ebenen weitere Kriterien zur Bestimmung eines idealen

Messortes.

Venole

Deckglas

Fura-2 angefarbte
Endothelzelle

Mikrokatheter

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Aufbaus der in situ Mikroskopie.

3.10.6. Experimentelles Versuchsprotokoll

3.10.6.1. Versuchsablauf

Zum Anfarben der pulmonalen Endothelzellen wurde das isolierte Areal Uber den
Mikrokatheter fir 45 min mit 1 ml 5uM Fura-2-AM L6sung in HBS perfundiert.

In allen Versuchsgruppen erfolgte die Messung von [Ca2+]zyt Zu
Ausgangsbedingungen bei Perfusion mit Ca®*- haltigem HBS (iber 15 min. Es folgte

die Perfusion mit 5*10° CFU/ml WT-Pneumokokken (WT), PLY-defizienten
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Pneumokokken (APLY), Kapsel-defizienten Pneumokokken (ACPS) oder 5 ng
isoliertem PLY Uber 45 min. Entsprechende Kontrollgruppen wurden ebenfalls

etabliert, um mdgliche Fehler zu erkennen bzw. eine Vergleichbarkeit zu schaffen.

3.10.6.2. Versuchsgruppen

Tabelle 5: Versuchsgruppen der in situ Versuche

Gruppe Anzahl der Versuche (n) Definition
Kontrolle 5 Kontrolle
WT 5 WT-Pneumokokken
ACPS 5 Kapsel-defizient
APLY 8 PLY-defizient
PLY 5 Pneumolysin

Analog zu den in vitro Versuchen erfolgte die Untersuchung der Versuchsgruppen in
situ mit der Zielsetzung, die Veranderung von [Ca2+]zyt in  Reaktion auf
Pneumokokken in pulmonalen Endothelzellen zu untersuchen. Um den Einfluss des
jeweiligen Virulenzfaktors auch in situ beurteilen zu kénnen, wurden Experimente in
den Gruppen ACPS und APLY durchgefuhrt.
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Insgesamt wurden 23 Ratten randomisiert in folgenden Versuchsgruppen untersucht:

Versuchs-  Ausgangs- Intervention
gruppe bedingungen

15 min 60 min
| | o
| | o
Kontrolle HBS n=5
WT HBS n=5%
ACPS HBS n=5
APLY HBS n=8

Abbildung 8: Versuchsgruppen in der isoliert perfundierten Rattenlunge. Dargestellt sind die Versuchsgruppen,
Kontrolle, Wildtyp (WT), Kapsel-defizient (ACPS) und PLY-defizient (APLY). In allen Versuchsgruppen erfolgte eine
Aufzeichnung der [Ca2+]zyt zu Ausgangsbedingungen bei Perfusion mit HBS tber 15 min (hellgrau hinterlegt). Wahrend
der Intervention wurden die subpleurale kapillare Venole tiber 45 min entsprechend der genannten Gruppe mit HBS
alleine oder mit 5x10° CFU/ml Pneumokokken des Stammes D39 WT, D39 ACPS oder D39 APLY perfundiert
(dunkelgrau hinterlegt).

3.10.7. Mikroskopie

Die Fluoreszenzmessung in der isoliert perfundierten Rattenlunge wurde analog zu
den in vitro Versuchen mittels MetaFluor-Technik und Kalibration durchgefihrt. Zur
Mikroskopie wurden hierzu ein Mikroskop (Axiotech Vario) und eine Lampe (VSB

HBO 100), die speziell fur die in situ Mikroskopie geeignet sind, genutzt.

3.10.8. Messparameter

Folgende Endpunkte wurden analog zu den in vitro Versuchen bei der Messung in
situ mit Fura-2 generiert und bewertet: Ein Ca**-Signal zeichnete sich dabei durch
einen Anstieg von [Caz"]zyt um mindestens 50% im Vergleich zur unmittelbar vorher

gemessenen [Ca2+]zyt und einem folgendem Abfall von [Caz"]zyt aus.
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Tabelle 6: Endpunkte

Reagible Zellen Anteil der Zellen an der Gesamtzellzahl des
Untersuchungsbereiches, die in der Interventionsphase mit
mindestens einem charakteristischen Ca**-Signal reagiert haben

maximale hochster gemessener Ca**-Wert wahrend der

[Ca2+]zyt ([Ca**" Ausgangsbedingungen und wahrend der Interventionsphase

]max)

Frequenz Anzahl der charakteristischen Ca?*-Signale pro
Untersuchungszeitraum

Latenz Zeitraum bis zum ersten Auftreten eines charakteristischen Ca®*-
Signals

3.11. Statistik

Die Daten wurden mit Hilfe des Computerprogramms "SigmaStat" der Firma SPSS
Inc. (Chicago, USA) auf statistische Signifikanz hin analysiert und die Werte als
Mittelwerte + Standardabweichung (SD) dargestellt. Der Vergleich zweier
unabhangiger Gruppen erfolgte mittels Mann-Whitney Rank Sum Test. Ein Vergleich
zwischen mehreren unabhéngigen Gruppen erfolgte mit dem Kruskal-Wallis One
Way ANOVA on Ranks und der nachfolgenden Dunn’s Method. Ein p-Wert <0,05

wurde als statistisch signfikant angesehen.
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4.Ergebnisse

4.1. In vitro Versuche an HPMEC

Tabelle 7: Untersuchte Zellen in den in vitro Versuchen an HPMEC

Gruppe [Anzahl Zellen/Versuch MW £ SD
Kontrolle 13,17 + 3,41
WT 11,71 +4,5

ACPS 6,33 1,37
APLY 12,33+ 2,58
PLY 10,83 £ 2,79

K- @Ca** 11,00 + 5,29
WT-@Ca”* 6,50 +4,50
PLY-@Ca”* 2,86 + 4,49
K-TG 13,50 + 5,32
WT-TG 6,67 + 4,03
PLY-TG 10,10 +1,34
K-RO 13,00+ 1,2
WT-RO 10,29+ 1,8

4.1.1. Effekt einer Inkubation mit Pneumokokken auf [Ca®'],y,

Durch die intrazellulare Ca?-Messung mittels Fluoreszenzmikroskopie konnte ein
hochauflosendes Bild von [Ca2+]zyt und damit der gesamten Zelle in Echtzeit
aufgenommen und analysiert werden. Durch die hohe raumliche Auflésung dieses
Verfahrens konnte die spezifische Messung von [Ca2+]zyt in einzelnen Zellen erfolgen
und damit der Verlauf von [Ca2+]zyt Uber eine lange Zeit und mit geringen

Uberlagerungs- und Storfaktoren erfolgen.
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In der Falschfarbendarstellung der Ratio der Fluoreszenzintensitat leuchtete das
Ca”*- haltige Zytoplasma unter Ausgangsbedingungen blau bis griin. Der Anstieg von

[Ca2+]zyt wurde durch einen Farbumschlag von blau/griin auf gelb/rot angezeigt.

Fura-2 Ratio

Ausgangsbedingungen D39 WT

Abbildung 9: Reprasentative Aufnahmen mehrerer HPMEC in vitro, dargestellt als Fura-2-Ratio von 340/380 nm in
Falschfarben unter Ausgangsbedingungen (links) und nach 30-mindtiger Inkubation mit 5*105CFU/mI D39 WT (rechts).
Es konnen jeweils die einzelnen Zellen durch das angefarbte Ca®* im Zytosol abgegrenzt werden. Dadurch kann [Ca2+]zyt
jeder Zelle einzeln Uber den Versuch hinweg gemessen und darlber hinaus die raumliche Veranderung von [Caz"]zyt

beurteilt werden.

Wahrend der Inkubation mit Pneumokokken D39 WT konnten in HPMEC wiederholt
kurzzeitige Anstiege von [Ca2+]zyt mit anschlieBendem Abfall auf die
Ausgangskonzentration beobachtet werden. Dieses Ca*-Signal trat stets mit einer
gewissen Verzogerung zum Beginn der Intervention auf und war im
Untersuchungszeitraum in derselben Zelle mehrfach zu beobachten. Eine genauere
Beschreibung des Signals erfolgt tiber die Auswertung der [Ca*]max, der Anzahl der
HPMEC, die ein Ca?*-Signal zeigten, die Latenz bis zum ersten Ca?*-Signal und die

Frequenz der Ca®*-Signale im Folgenden.
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Abbildung 10: Représentative Darstellung von [Ca2+]zy1 in einzelnen HPMEC in vitro vor und wéahrend der
Applikation von 5*10°CFU/ml D39 WT (unten). Und der Kontrollgruppe ohne Applikation von Pneumokokken
(oben), jeweils mit Positivkontrolle durch 100 uM ATP. Wie in der unteren Abbildung deutlich wird trat das ca®-
Signal nach einer Latenz auf. Es erfolgte ein schneller Anstieg von [Ca2+]zytgefolgt von einer kurzen Plateauphase
und einem Abfall von [Ca2+]zyt auf das Ausgangsniveau. Diese Veranderung von [Ca”]m war im
Untersuchungszeitraum in derselben Zelle mehrfach zu beobachten.

In den Versuchen stellte sich heraus, dass 5 ng/ml PLY ein Signal erzeugte, das mit
dem Ca®-Signal, welches durch den WT ausgeldst wurde, vergleichbar war.
Unterhalb einer bestimmten PLY-Konzentration (<1 ng/ml) konnte kein Signal mehr
ausgelost werden, wohingegen Uber einer kritischen Konzentration (>40 ng/ml) ein
starker Ca®-Einstrom stattfand. Dieser war nicht reversibel und erreichte
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unphysiologische [Ca2+]zyt, die mit einer regelhaften Zellfunktion nicht mehr vereinbar

waren.
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Abbildung 11: Reprasentative Darstellung von [Ca2+]zyl in einzelnen HPMEC in vitro vor und wahrend der
Applikation von 40 ng/ml PLY (unten) und 1 ng/ml (oben). Positivkontrolle mit 100 uM ATP unten nicht gezeigt.
Wie in der unteren Abbildung deutlich wird fiihrt die Inkubation mit 40 ng/ml PLY zu einem sehr ausgepragten,
nicht reversiblen Einstrom von Ca’" in die Zelle. Durch die Inkubation mit 1 ng/ml PLY wird kein Ca2+-Signal

ausgelost.
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4.1.2. Untersuchung der Rolle Pneumokokken-spezifischer

Virulenzfaktoren auf die [Ca®]max

In der Kontrollgruppe lag die [Ca*]max zu Ausgangsbedingungen bei 72,15 nM
30,37 nM und zu Interventionsbedingungen bei 76,38 nM = 25,17 nM. In der Gruppe
WT stieg die [Ca*"]max Signifikant von 77,31 nM + 42,4 nM auf 404,33 nM +* 240,65
nM wéhrend der Inkubation mit 5¥10° CFU/ml D39 WT.

Vergleichbares zeigte sich in der Gruppe ACPS bei Inkubation mit 5*10°> CFU/ml D39
ACPS:; die [Ca®max Stieg signifikant von 109,00 nM + 52,05 nM auf 618,52 nM +
452,36 nM an. Kein Anstieg der [Ca*]max ergab sich dagegen bei Inkubation mit
5+¥10° CFU/ml D39 APLY in der Gruppe APLY mit 101,55 nM + 98,32 nM im Vergleich
zu 111,56 £ 103,74 nM zu Ausgangsbedingungen. In der Gruppe PLY kam es
wahrend der Intervention zu einem signifikanten Anstieg auf 811,93 nM + 257,92 nM,
ausgehend von 81,31 nM £ 60,27 nM durch Inkubation mit 5 ng/ml isoliertem PLY.

1200 -
*H#
|:| Ausgangsbedingungen i
1000 A . Intervention
800
S
= *
g
I 600 -
o]
O,
400 -
200 A T
T
Kontrolle WT ACPS APLY PLY
n=6 n=7 n=6 n=6 n=6

Abbildung 12: Gruppenanalyse der [Ca“Jmax zU Ausgangsbedingungen und wahrend der Inkubation mit 5¥10°

CFU/ml verschiedener Pneumokokken-Varianten bzw. 5 ng/ml isoliertem PLY in HPMEC. Dargestellt als MW +

SD, * = p < 0,05 versus Ausgangsbedingungen, # = p<0.05 PLY und ACPS versus Kontrolle.
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4.1.3. Untersuchung zur Anzahl reagibler Zellen anteilig an der

Gesamtzahl an Zellen einer Gruppe

In der Kontrollgruppe blieb [Ca2+]zyt wéhrend der Inkubation mit HBS unverandert.
Dagegen reagierten in der Gruppe WT 80,38% = 12,36% der Zellen mit einem
charakteristischen Ca®*-Signal in der Interventionsphase bei Inkubation mit 5*10°
CFU/ml D39 WT und damit signifikant mehr als in der Kontrollgruppe. In der Gruppe
ACPS zeigten 52,88% + 32,94% der Zellen eine Reaktion in Form eines Ca**-Signals
auf die Inkubation mit 5*10° CFU/ml D39 ACPS. In der Gruppe APLY konnte
hingegen, wie in der Kontrollgruppe, keine Veranderung von [Ca2+]zyt in den
untersuchten Zellen auf die Inkubation mit 5*10° CFU/ml D39 APLY gemessen
werden (0%). In der Interventionsphase in der Gruppe PLY reagierten abermals
91,91% * 7,65% der HPMEC auf die Inkubation mit 5 ng/ml isoliertem PLY. Zwischen
den Gruppen WT, ACPS und PLY waren keine Unterschiede feststellbar.

120 4

100 A * T

80 A

60 -

40 ~

20 A

0 T T T T T
Kontrolle WT ACPS APLY PLY
n=6 n=7 n=6 n=6 n=6

Reagible Zellen in % der Gesamtzahl an Zellen einer Gruppe

Abbildung 13: Gruppenanalyse des Anteils reagibler HPMEC an der Gesamtzellzahl einer Gruppe. Dargestellt als MW +

QN * = n < N NK veraiie Knntrallarinne
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4.1.4. Untersuchung zur Latenz von Beginn der Intervention bis

zum Auftreten des ersten Ca®*-Signals

In den Gruppen WT und ACPS trat das Ca**-Signal mit einer Verzdgerung (Latenz)
von 20,03 min £ 9,77 min bzw. 20,79 min £ 12,86 min nach Beginn der Inkubation mit
5*10° CFU/ml D39 WT bzw. D39 ACPS auf. Da in der Gruppe APLY, wie in der
Kontrollgruppe, keine Veranderung von [Ca2+]zyt in den untersuchten Zellen auf die
Inkubation mit 5¥10°> CFU/ml D39 APLY gemessen wurde, konnte in dieser Gruppe
keine Latenz angegeben werden. Die Latenz in der Gruppe PLY betrug 11,46 min =+
7,41 min nach Beginn der Inkubation mit 5 ng/ml isoliertem PLY. Hier waren die
Ergebnisse der Gruppen WT und ACPS jeweils gegen die Kontrolle, in welcher keine
Reaktion auf HBS festgestellt wurde, signifikant. Zwischen diesen Gruppen selbst

war aber kein Unterschied feststellbar.
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Abbildung 14: Gruppenanalyse der Latenz bis zum ersten Ca**-Signal in HPMEC. Dargestellt als MW + SD, * = p < 0,05

versus Kontrollgruppe.
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4.1.5. Untersuchung zur Frequenz des Ca®*-Signals uiber die Dauer

des Versuchs

In den Gruppen WT und ACPS trat das Ca?'-Signal mit einer Frequenz von
4,63/45min + 2,25/45min bzw. 3,83/45min + 1,44/45min nach Inkubation mit 5*10°
CFU/ml D39 WT bzw. D39 ACPS auf und damit in beiden Gruppen signifikant
haufiger als in der Kontrollgruppe. Wahrend der Intervention mit 5*10° CFU/m| D39
APLY in der Gruppe APLY war keine Veranderung von [Ca2+]zyt messbar, wohingegen
in der Gruppe PLY mit 7,22/45min + 2,97/45min Ca®*-Signalen Unterschiede im
Vergleich zur Kontrolle wahrend der Inkubation mit 5 ng/ml isoliertem PLY zu
beobachten waren. Zwischen den Gruppen WT, ACPS und PLY selbst waren keine

Unterschiede feststellbar.
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Abbildung 15: Gruppenanalyse der Haufigkeit des Ca”-SignaIs Uber die 45-mindtige Interventionsphase in

HPMEC. Dargestellt als MW + SD, * = p < 0,05 versus Kontrollgruppe.
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4.1.6. Rolle von extra- und intrazellularen Ca**-Speichern bei der

Induktion des Pneumokokken-induzierten Ca®*-Signals

Neben einer Analyse der [Ca®‘lmax, Anzahl reagibler Zellen, Latenz und Frequenz
untersuchten wir auch die Form und damit die Dynamik und Dauer des Ca**-Signals
bei Inkubation mit Pneumokokken. Unter Ca®*-freien Bedingungen hielt der Anstieg
von [Ca2+]zyt in Reaktion auf 5*10° CFU/ml D39 WT nur wenige Sekunden an. Es
zeigte sich bei der Auftragung von [Ca2+]zyt gegen die Zeit ein spitzes schmales Ca**-
Signal (Absinken der [Ca®‘],: auf Ausgansniveau in < 3 min). Bei vergleichbarer
maximaler [Ca2+]zyt stieg nach Vorinkubation mit TG [Ca2+]zyt weniger schnell an und
es dauerte zudem langer, bis [Ca2+]zyt wieder auf das Ausgangshiveau abgefallen
war. So entstand ein breitbasiges Ca®'-Signal (Absinken der [Ca2+]zyt auf
Ausgansniveau in > 3 min). Nach der Vorinkubation mit 50 pM RO waren wéhrend
der Inkubation mit 5*10° CFU/mI D39 WT sowohl schmale als auch breitbasige Ca®*-
Signale zu beobachten. Es wurden jeweils Positivkontrollen durchgefihrt indem ein
deutlicher Anstieg der [Ca2+]zyt mit 100 pM ATP in Ca**-freiem HBS-Puffer und nach
Vorinkubation mit RO bzw. 10 pM 4a-PDD nach Vorinkubation mit TG induziert

wurde.
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Abbildung 16: Représentative Darstellung von [Ca2+]zyt in einzelnen Endothelzellen in vitro vor und wéahrend der
Applikation von D39 WT in Ca®'-freiem HBS-Puffer (oben links), nach Inhibition der ER-Ca*"-ATPasen durch 10
MM TG (oben rechts) und der Inhibition des mitochondrialen Komplex | durch 50 pM RO (unten links). Die
adaquate Entleerung und Hemmung des ERs durch 10 uM TG wurde in Vorversuchen durch Applikation von 100
UM ATP verifiziert. Die Positivkontrollen wurden mit 100 pM ATP in Ca®'-freiem HBS-Puffer und nach

Vorinkubation mit RO bzw. 10 pM 4a-PDD nach Vorinkubation mit TG durchgefuhrt.
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4.1.6.1. Reagibilitat der HPMEC auf Pneumokokken unter spezifischen
Versuchsbedingungen
Wie zuvor bereits gezeigt reagierten 80,38% * 12,36% der Zellen unter
Standardbedingungen auf die Inkubation mit 5*10° CFU/ml D39 WT mit einem Ca?*-
Signal. In Ca*'-freier Pufferlosung reagierten noch 46,01% + 35,81% mit einer
Veranderung von [Ca2+]zyt. Nach Vorinkubation mit 10 uM TG reagierten in der
Gruppe WT-TG 62,41% + 25,72% der HPMEC auf 5*10° CFU/ml D39 WT. In der
Gruppe WT-RO reagierten nach der Vorinkubation mit 50 uM RO wahrend der
Applikation von 5*10° CFU/ml D39 WT 87,81% + 15,2% der HPMEC. In den
jeweiligen Kontrollgruppe Kontrolle, K-@Ca?*" bzw. K-TG zeigten jeweils 0% der
HPMEC ein Ca®*-Signal. Die Gruppe WT-RO zeigte ebenfalls einen Unterschied zu
der Kontrollgruppe K-RO, die mit 10,58% + 12,55% reagiblen Zellen die einzige der

Kontrollgruppen war, in der die Zellen einen Anstieg von [Ca®*],,: zeigten.
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Abbildung 17: Gruppenanalyse des Anteils reagibler HPMEC an der Gesamtzellzahl pro Gruppe bei
angegebenen Untersuchungsbedingungen. Dargestellt als MW + SD. * = p < 0,05 versus jeweiliger
Kontrollgruppe.
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4.1.6.2. Die [Ca*']max bei Inkubation mit 510° CFU/m| D39 WT-Pneumokokken
unter spezifischen Untersuchungsbedingungen
In der Gruppe WT lag die [Ca®]max unter Standardbedingungen (HBS) in der
Interventionsphase bei 404,33 nM = 240,65 nM, was ein Unterschied im Vergleich
zur Interventionsphase der Kontrollgruppe mit 76,38 nM + 25,17 nM darstellte. Unter
Ca®*-freien Bedingungen stieg die [Ca®*‘]max der Interventionsphase in der Gruppe
WT-@Ca?* bei Inkubation mit 5*10°> CFU/ml D39 WT auf 279,45 nM + 154,94 nM an,
im Vergleich zur Kontrollgruppe K- @Ca®*, die mit 55,37 nM * 14,98 nM nahe dem
Ausgangswert verblieb. Nach der Vorinkubation mit 10 pM TG stieg die [Ca**|max
wahrend der Inkubation mit 5*10°> CFU/ml D39 WT ebenfalls signifikant im Vergleich
zur Kontrollgruppe K-TG von 135,96 nM % 27,49 nM auf 581,86 nM £ 378,49 nM an.
Ein signifikanter Anstieg von [Ca2+]zyt im Vergleich zur Kontrollgruppe K-RO mit
184,74 nM £ 81,99 nM zeigte sich nach der Vorinkubation mit 50 uM RO wahrend
der Inkubation mit 5*10°> CFU/ml D39 WT mit einem [Ca2+]zyt von 379,07 nM + 54,17

nM.
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Abbildung 18: Gruppenanalyse der [Ca”]max i HPMEC zum Interventionszeitraum bei angegebenen

Untersuchungsbedingungen. Dargestellt als MW + SD. * = p < 0,05 versus jeweiliger Kontrollgruppe.
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Reagibilitat der HPMEC bei Inkubation mit isoliertem PLY unter

spezifischen Versuchsbedingungen
Analog zu den Versuchen mit Pneumokokken fuhrten wir Versuche mit isoliertem
PLY aus WT-Pneumokokken durch. In der Gruppe PLY fuhrte die Inkubation mit 5
ng/ml isoliertem PLY unter Standardbedingungen mit Ca®*-haltigem HBS bei 91,91%
+ 7,65% der HPMEC zu einem Ca®-Signal. Unter Ca*'-freien Bedingungen
reagierten 20,35% = 29,42% auf die Inkubation mit 5 ng/ml isoliertem PLY in der
Gruppe PLY-@Ca®*. Nach Vorinkubation mit 10 pM TG reagierten in der
Versuchsgruppe PLY-TG 83,82% + 14,98% der HPMEC auf 5 ng/ml isoliertes PLY.
Damit reagierten auch hier in allen drei Versuchsgruppen PLY, PLY-@Ca®" und PLY-
TG signifikant mehr HPMEC auf die Intervention als in den entsprechenden
Kontrollgruppen Kontrolle, K- @Ca?* bzw. K-TG.
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Abbildung 19: Gruppenanalyse des Anteils reagibler HPMEC an der Gesamtzellzahl pro Gruppe bei
angegebenen Untersuchungsbedingungen. Dargestellt als MW + SD. * = p < 0,05 versus jeweiliger

Kontrollgruppe.
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4.1.6.3. Die [Ca*']max bei Inkubation mit isoliertem PLY unter spezifischen
Untersuchungsbedingungen

In der Interventionsphase lag die [Ca®']max Wahrend der Inkubation mit 5 ng/ml
isoliertem PLY in der Gruppe PLY zu Standardbedingungen signifikant hoher mit
811,93 nM + 257,92 nM als in der Kontrolle bei einer Konzentration von 76,36 nM %
25,17 nM. In der Gruppe PLY-@Ca®" unter Ca**-freien Bedingungen lag die [Ca®']max
bei Inkubation mit 5 ng/ml isoliertem PLY bei 870,2 nM £ 1105,7 nM, mit einem
Unterschied zu der Kontrollgruppe K-@Ca*" ebenfalls unter Ca**-freien Bedingungen
mit 55,37 nM £ 14,98 nM. In der Gruppe PLY-TG war nach der Vorinkubation mit 10
UM TG und wahrend der Inkubation mit 5 ng/ml isoliertem PLY die [Ca*|max auf
541,08 nM = 239,58 nM signifikant mehr als in der Kontrollgruppe K-TG mit 135,96
nM + 27,49 nM.
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Abbildung 20: Gruppenanalyse der [Ca”]max i HPMEC zum Interventionszeitraum bei angegebenen

Untersuchungsbedingungen. Dargestellt als MW = SD, * = p < 0,05 versus jeweiliger Kontrollgruppe.
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4.1.6.4. Einordnung der Ergebnisse aus Versuchen an HPMEC unter

spezifischen Versuchsbedingungen

Versuchsgruppen, in denen eine Ca®*-freie Umgebung geschaffen wurde

Um die Méglichkeit eines Ca?*-Einstroms von extrazellular als Komponente des
Ca®*-Signals zu untersuchen, wurden die Endothelzellen wahrend der Intervention
einer Ca?*-freien Umgebung ausgesetzt. Wenn die Ca?*-Signale alleine durch einen
Einstrom von extrazellularem Ca®" entstehen wirden, hatte so ein Anstieg von
[Ca2+]zyt vollstdndig ausbleiben missen. Auffallig war das Auftreten von schmalen,
spitz konfigurierten Ca®*-Signalen.

Die Ergebnisse der Versuche unter Ca?*-freien Bedingungen zeigten explizit, dass

auch ohne Ca?*-Einstrom von extrazellular weiterhin Ca**-Signale generiert werden.

Versuchsgruppen, in denen mit TG vorinkubiert wurde

Die Versuche haben gezeigt, dass trotz der Inkubation mit TG weiterhin eine
Reaktion in Form von Ca®*-Signalen stattfindet. Diese Reaktion ist in dem Anteil
reagierender Zellen mit den Versuchen der WT vergleichbar, wenn auch tendenziell
etwas weniger Zellen reagieren. Auch die [Ca®max der Versuche mit TG
unterscheidet sich nicht signifikant von der [Ca®*]max der WT-Versuche. Auffallig war
das Auftreten von breit konfigurierten Ca*-Signalen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass das ER nicht alleine fiir die Generierung des Ca**-

Signals verantwortlich sein kann.

Versuchsgruppen, in denen mit RO vorinkubiert wurde

Eine Beobachtung war, dass RO alleine schon in 10,58% + 12,55% der Zellen einen
Anstieg von [Ca2+]zyt fur kurze Zeit verursachen kann. Diese Anstiege von [Ca2+]zyt
waren dem beschriebenen Ca**-Signal ahnlich. Trotz dieser Reaktion von [Ca2+]zyt
auf RO in den HPMEC konnte ein Unterschied zwischen der Kontrolle und der
Interventionsgruppe mit dem D39 WT in der Reagibilitat und der [Ca®max
nachgewiesen werden. In den Versuchen fand eine eindeutige Reaktion in Form von
Ca®*-Signalen auf den D39 WT statt. Diese Signale waren auBerdem von der

Konfiguration her den Ca**-Signalen unter Standardbedingungen &hnlich.
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Zusammenfassung

Die quantitative Auswertung der Untersuchungen dreier méglicher Ca®*-Quellen fiir
die PLY-induzierten Ca®*-Signale zeigt, dass weder ein alleiniger Einstrom von Ca?*
in das Zytosol von extrazellular, noch aus dem ER das Ca®-Signal ausreichend
beschreibt. Die Ergebnisse der Versuche, in denen durch RO eine Blockierung des
mitochondrialen Komplex | erreicht wurde, machen eine Beteiligung des

Mitochondriums zumindest weniger wahrscheinlich.

4.2. In situ Versuche in subpleuralen Endothelzellen der

isoliert perfundierten Rattenlunge

Um die Ergebnisse aus den in vitro Experimenten in einem perfundierten Organ zu
wiederholen, wurde an Endothelzellen subpleuraler Venolen in der isoliert
perfundierten Rattenlunge ebenfalls [Caz"]zyt vor und wahrend der Perfusion mit
5¥10° CFU/ml Pneumokokken gemessen. Auch hier wurde die Anzahl reagibler
Zellen, die [Ca®lmax unter Ausgangsbedingungen und wahrend  der
Interventionsphase sowie die Latenz und die Frequenz der beobachteten [Ca2+]zyt-
Anstiege bestimmt und die Rolle verschiedener Virulenzfaktoren auf diese Parameter

untersucht.

Tabelle 8: Versuchsgruppen der in situ Versuche

Gruppe Gewicht (g) MW +SD Anzahl Zellen/Versuch MW + SD

Kontrolle 4548 + 77,04 7,2+3,77
WT 420,8 £ 70,84 8,4 +2,88
ACPS 424 + 26,27 7,4 +2,07
APLY 410,5+ 30,4 7,0+2,35
PLY 445,4 £ 49,29 7,2%+35
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4.2.1. Effekt einer Inkubation mit Pneumokokken auf [Ca2+]zytin

situ

Durch die intrazellulare Ca**-Messung mittels Fluoreszenzmikroskopie konnte ein
hochauflosendes Bild einer subpleuralen Venole erzeugt werden. In diesem konnten
die einzelnen Endothelzellen vom umgebenden Gewebe und speziell den Alveolen
abgegrenzt werden. Nur durch diese raumliche Auflosung konnte die spezifische
Messung von [Ca2+]zyt in einzelnen Zellen erfolgen und damit der Verlauf von [Ca2+]zyt
Uber eine lange Zeit und mit geringen Uberlagerungs- und Stérfaktoren in der Lunge
erfolgen.

Auch in der isoliert perfundierten Rattenlunge konnte wahrend der Perfusion mit
Pneumokokken die Induktion eines Ca®'-Signals in subpleural gelegenen
Endothelzellen beobachtet werden.

In der Falschfarbendarstellung der Fluoreszenzintensitét leuchtete das Ca**-haltige
Zytoplasma blau bis griin. Der Anstieg von [Ca2+]zyt wurde durch einen Farbumschlag

von blau/grin auf gelb/rot angezeigt.

Alveolus
Endothelzelle

Fura-2 Ratio

Ausgangsbedingungen D39 WT

Abbildung 21: Reprasentative Aufnahmen einer pulmonalen subpleuralen Venole, dargestellt als Fura-2-Ratio
von 340/380 nm in Falschfarben unter Ausgangsbedingungen (links) und nach 25-minttiger Applikation von
5*10° CFU/ml D39 WT (rechts). Es konnen jeweils die Endothelzellen, die die Venole begrenzen, durch das
angeféarbte ca?" im Zytosol dargestellt werden. Dadurch kann [Ca2+]zyt jeder Zelle einzeln Uber den Versuch
hinweg gemessen. Von diesen deutlich abgegrenzt sind die Alveolen, die als luftgeflliter Raum eine geringere

Ratio haben.
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Abbildung 22: Reprasentative Darstellung von [Ca2+]zyt in einzelnen Endothelzellen pulmonaler Venolen vor und
wéahrend der Applikation von 5*10°CFU/ml D39 WT (unten). Kontrollgruppe ohne Applikation von Pneumokokken
(oben). Positivkontrolle mit 5 uM 4a-PDD nicht gezeigt.

4.2.2. Untersuchung der Rolle Pneumokokken-spezifischer

Virulenzfaktoren auf die [Ca*]maxin Situ

Bei Perfusion des Untersuchungsareals mit HBS Uber 45 min zeigte sich keine
Veranderung der [Ca®max (125,99 nM # 24,74nM) im Vergleich zu den
Ausgangsbedingungen (132,84 nM % 27,24 nM).
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Bei der Perfusion mit 510° CFU/ml D39 WT lag die [Ca®"|max bei 408,42nM + 94,22
nM, was eine signifikante Veranderung gegeniiber der [Ca®|na der
Ausgangsbedingungen von 140,89 nM + 54,27 nM darstellte. In der Gruppe ACPS
lag die [Ca®"]max der Interventionsphase bei 464,13 nM * 192,68 nM, was ebenfalls
eine signifikante Veranderung gegeniiber der [Ca*]max der Ausgangsbedingungen
von 130,76 nM % 23,95 nM darstellte.

Im Gegensatz dazu haben 5*10° CFU/ml D39 APLY zu keiner signifikanten
Veranderung der [Ca*]max in der Interventionsphase 169,48 nM + 40,38 nM im
Vergleich zu der [Ca*|nax der Ausgangsbedingungen (168,84 nM + 42,17 nM)
geftuhrt.

Bei der Perfusion mit 5 ng/ml isoliertem PLY hingegen lag die [Ca**]max mit 589,81
nM + 206,13 nM wiederum signifikant héher als zu Ausgangsbedingungen mit 86,32
nM + 14,6 nM.
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Abbildung 23: Gruppenanalyse der [Ca2+]max zu Ausgangsbedingungen und wéahrend der Applikation von 5*10° CFU/mI
verschiedenen Pneumokokken-Varianten bzw. 5 ng/ml isolietem PLY in Endothelzellen subpleuraler Venolen.
Dargestellt als MW + SD, * = p < 0,05 versus Ausgangsbedingungen, # = p<0.05 PLY und ACPS versus Kontrolle.
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4.2.3. Untersuchung zur Anzahl reagibler Zellen anteilig an der

Gesamtzahl von Zellen einer Gruppe in situ

In der isoliert perfundierten Rattenlunge konnten wir analog zu den Versuchen in vitro
in der Kontrollgruppe kein Ca**-Signal bei Perfusion mit HBS-Puffer beobachten. In
der Versuchsgruppe WT reagierten 97,14% +* 6,4% der untersuchten subpleuralen
Endothelzellen mit der Induktion eines Ca**-Signals bei Perfusion mit 5¥10°> CFU/ml
D39 WT. In den Versuchsgruppen ACPS reagierten 90,82% * 14,58% bei Perfusion
mit 5¥10°> CFU/ml D39 ACPS. Wahrend der Perfusion mit 510> CFU/ml D39 APLY
reagierten dagegen 0% der subpleuralen Endothelzellen mit einem Ca**-Signal in der
Gruppe APLY. Auf 5 ng/ml isoliertes PLY reagierten hingegen wieder 81,3% + 25,88%
der subpleuralen Endothelzellen. Die Ergebnisse der Messungen aus den Gruppen
WT, ACPS und APLY waren damit, analog zu den Ergebnissen der in vitro

Messungen, signifikant gegen die Kontrollgruppe, sowie WT und ACPS gegen APLY.
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Abbildung 24: Gruppenanalyse des Anteils reagibler Endothelzellen subpleuraler Venolen an der Gesamtzellzahl
einer Gruppe, dargestellt als MW + SD, * = p < 0,05 versus Kontrollgruppe, #=p<0.05; WT und ACPS versus
APLY.

68



4.2.4. Untersuchung zur Latenz von Beginn der Intervention bis

zum Auftreten des ersten Ca®*-Signals in situ

Wie in den in vitro Versuchen traten auch in der isoliert perfundierten Rattenlunge die
endothelialen Ca?*-Signale bei Perfusion mit Pneumokokken stets nach einer
gewissen Latenzzeit auf. Diese Latenz lag in der Gruppe WT bei Perfusion mit 5*10°
CFU/ml D39 WT bei 20,03 min * 4,9 min. Bei Perfusion mit 5*10°> CFU/m| D39 ACPS
in der Gruppe ACPS betrug die Latenz 20,61 min + 6,28 min. Isoliertes PLY (5 ng/ml)
induzierte in der Gruppe PLY nach 26,17 min + 7,12 min ein Ca®*-Signal. Da in der
Kontrollgruppe bei Perfusion mit HBS und in der Gruppe APLY, in der 5%10° CFU/m
D39 APLY appliziert wurde, keine Ca?*-Signale auftraten, konnte in dieser Gruppe
keine Latenz angegeben werden. Die Latenz der Gruppen WT, ACPS, PLY war
signifikant gro3er als in der Kontrollgruppe, aber im Vergleich untereinander zeigte

sich kein Unterschied.
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Abbildung 25: Gruppenanalyse der Latenz bis zum ersten Ca**-Signal in subpleuralen Endothelzellen der isoliert

perfundierten Rattenlunge, dargestellt als MW + SD. * = p < 0,05 versus Kontrollgruppe.
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4.2.5. Untersuchung zur Frequenz des Ca**-Signals uiber die Dauer

des Versuchs in situ

Auch in den in situ Versuchen traten in der isoliert perfundierten Rattenlunge
wahrend der Applikation von Pneumokokken nacheinander mehrere Ca?*-Signale in
derselben subpleuralen Endothelzelle auf. In der Versuchsgruppe WT fanden sich
wahrend der Applikation von 5*10° CFU/ml D39 WT im Durchschnitt 3,01/45 min +
0,44/45 min Ca2+-SignaIe. In der Gruppe ACPS waren es 4,00/45 min = 0,76/45 min
Ca?*-Signale wahrend der Applikation von 5*10°> CFU/ml D39 ACPS und damit
ebenfalls signifikant mehr als in der Kontrollgruppe. Bei Applikation von 5 ng/ml
isoliertem PLY traten signifikant gegen die Kontrolle 3,30/45 min + 1,15/45 min Ca**-
Signale auf. Keine Ca**-Signale (0/45min) auf die Applikation von 5*10°> CFU/mI D39
APLY zeigten die subpleuralen Endothelzellen in der Gruppe APLY.
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Abbildung 26: Gruppenanalyse der Haufigkeit des Ca’*-Signals Uber die 45-miniitige Interventionsphase in
subpleuralen Endothelzellen der isoliert perfundierten Rattenlunge. Dargestellt als MW + SD, * = p < 0,05 versus

Kontrollgruppe.
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5.Diskussion

5.1. Fluoreszenzmessung mittels Fura-2

Fura-2 ist einer der am haufigsten verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe zur Messung
von [Ca2+]zyt. Fura-2 hat eine vergleichsweise hohe Affinitat Bindungen zu
intrazellularen Proteinen einzugehen. Durch diese Eigenschaft kann es besser als
andere Fluoreszenzfarbstoffe in Zellorganellen eindringen. Gleichzeitig steht das
gebundene Fura-2 allerdings nicht mehr zur Bindung von Ca?* und damit zur
Messung von [Ca2+]zyt zur Verfugung, wodurch die Sensitivitat sinkt (Ikenouchi et al.
1991).

Trotzdem besitzt Fura-2 im Vergleich zu anderen Fluoreszenzfarbstoffen eine hohe
Sensitivitat im Bereich der physiologisch vorliegenden [Ca2+]zyt. Ein weiterer Vorteil
liegt in der Eigenschaft, eine maximale Emission bei einer Anregung sowohl bei
Wellenlangen von 340 nm als auch von 380 nm zu haben, wodurch aus den Werten
der Emission eine Ratio berechnet werden kann. Durch die Verwendung der Ratio
zur Errechnung von [Ca2+]zyt kénnen Storfaktoren der Fluoreszenzmessung wie
beispielsweise ein langsames Austreten des Farbstoffes aus dem Zytosol oder auch
unterschiedlich starke Anfarbung ausgeglichen werden (Takahashi et al. 1999).
Damit bietet Fura-2 eine Reihe von Vorteilen vor den Fluoreszenzfarbstoffen der
ersten Generation wie z.B. Quin 2.

Ein spezifisches Problem der Fura-2-Fluoreszenzmessung liegt in einer der
Eigenschaften des Virulenzfaktors PLY.

Bei sehr hohen PLY-Dosen konnten wir einen starken Abfall der gemessenen
Fluoreszenzintensitaten sowohl bei einer Anregung auf einer Wellenlange von 340
nm als auch bei 380 nm beobachten. Wir vermuten, dass dieser Verlust von
Fluoreszenzfarbstoff auf der vielfach beschriebenen Porenbildung beruht, die in
hohen Dosen zu einer ausgepragten Durchlassigkeit der Zellmembran und zur
Apoptose fuhrt (Braun et al. 2002).

Aus dem Verlust von Fura-2 resultierte ein Anstieg des aus der Ratio berechnetem
[Ca*"],: auf Werte, die weit ber dem méglichen [Ca®],: lagen. Dadurch wird
deutlich, dass Fura-2 nicht geeignet ist, [Ca2+]zyt in Zellen zu messen, die zu hohen
Dosen PLY ausgesetzt sind. In den von uns untersuchten
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Pneumokokkenkonzentrationen und sublytischen Konzentrationen von PLY zeigte
Fura-2 Fluoreszenzintensitaten, die Uber die gesamte Dauer des Versuches stabil
blieben. Durch diese Beobachtung kann ausgeschlossen werden, dass die
errechnete [Ca”*],: durch den oben beschriebenen Effekt verfalscht wurde.

5.1.1. Isoliert perfundierte Rattenlunge

Die in situ Fluoreszenzmikroskopie an der isoliert perfundierten Rattenlunge ist seit
langem in verschiedenen Arbeitsgruppen erprobt (Rubins et al. 1993, Kiefmann et al.
2009, Ying et al. 1996 und Kaestle et al. 2007). Auch in unserer Arbeitsgruppe wurde
diese Methodik bereits erfolgreich etabliert (Kiefmann et al. 2008 und Strunden et al.
2012). Die Grundlage hierzu bildet die bereits 1934 durchgefiihrte Mikroskopie der
Lunge in situ mittels eines Thoraxfensters (Wearn et al. 1934). Als eine
Weiterentwicklung der Methodik erfolgten Versuche an der isoliert perfundierten
Rattenlunge, speziell in Arbeitsgruppen um Professor J. Bhattacharya (z.B. Ying et
al. 1996, Kuebler et al. 2000 und Kiefmann et al. 2009), aber auch anderen (Nishio et
al. 1998).

Auch speziell die Ca?*-Messung mittels Fura-2 ist in der isoliert perfundierten
Rattenlunge bereits vielfach erprobt (Kuebler et al. 2007). Ein Beispiel hierfur sind die
Erkenntnisse ber Schrittmacherzellen, die Ca*-Wellen in Endothelzellen
subpleuraler Venolen induzieren (Ying et al. 1996).

Auch wenn das Modell der isoliert perfundierten Rattenlunge vergleichsweise nahe
an den Verhaltnissen in vivo liegt, ist die Vergleichbarkeit limitiert. Zum einen kénnen
Erkenntnisse, die durch Versuche an Ratten gewonnen werden, nicht zwangslaufig
auf andere Spezies Ubertragen werden. Die retrograde Perfusion des GefélRes und
die kurzzeitige Stase mit einer mdoglicherweise stattfindenden Beschadigung der
Glykokalix (Strunden et al. 2012) sowie die Auswaschung von immunkompetenten
Zellen sind verfahrensbedingt nicht zu vermeiden.

Des Weiteren wird mit Pufferlésung statt mit Blut perfundiert. Eine Perfusion mit
Eigenblut ist technisch umsetzbar, resultiert aber in einer drastisch schlechteren
Bildqualitat. Ein weiterer Unterschied liegt in der apnoeischen Beatmung, die
notwendig ist, um einzelne Zellen Uber den Versuchszeitraum hinweg ohne

Bewegungsartefakte darzustellen.
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Mit diesen Einschrankungen stellt die isoliert perfundierte Lunge aktuell den besten
Kompromiss aus einer mdoglichst physiologischen Umgebung und technischen
Notwendigkeiten dar, die eine valide Videofluoreszenzmikroskopie erlauben.

Weiterhin erlauben die Vergleiche unserer in vitro gewonnenen Ergebnisse mit denen
der in situ Ergebnisse teilweise einen Ausgleich dieser Einschrankungen, wie z.B. die

Ubertragbarkeit der Ergebnisse zwischen verschiedenen Spezies.

5.2. Pneumokokken induzieren ein zytosolisches Ca*'-

Signal in humanen pulmonalen Endothelzellen in vitro

Der Pathomechanismus von schweren Pneumokokkeninfektionen hat grof3e
Relevanz fur die Behandlung kritisch erkrankter Patienten im klinischen Alltag.

Die Versuche haben gezeigt, dass D39 WT-Pneumokokken in Endothelzellen eine
Veranderung von [Ca® ], in Form eines charakteristischen Ca**-Signals erzeugen.
Diese Reaktion ist in einem Grofteil der Endothelzellen zu beobachten, tritt meist
mehrfach in derselben Zelle auf und hat eine gewisse Latenzzeit.

Die Beobachtung eines Ca®*-Einstroms in Endothelzellen in Form charakteristischer
Ca?*-Signale wirft die Frage auf, ob es sich tatsachlich um einen neuen
Mechanismus handelt und ob in den Endothelzellen ein aktives Signal stattfindet.
Ferner ergibt sich die Frage, ob diese Beobachtungen im Pathomechanismus der
Pneumokokkeninfektion eine Entsprechung in der realen Pathogenese bzw. eine
Relevanz fur die Erkrankung haben.

Die Beantwortung dieser Fragen soll eine bessere Einschétzung der Bedeutung und
Bewertung des Ca**-Signals in Endothelzellen wahrend der Pneumokokkeninfektion
zulassen und konnte gegebenenfalls die Grundlage fir weitergehende

Untersuchungen liefern.
Um sich den Antworten dieser Frage anzundhern, musste das Ca**-Signal genauer

charakterisiert werden. Der erste Schritt hierfir war die Untersuchung des Einflusses

wichtiger Virulenzfaktoren auf das Ca**-Signal.
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5.2.1. Die Kapsel als Virulenzfaktor von Pneumokokken moduliert

das Ca®*-Signal in Endothelzellen nicht

Als einer der beiden Virulenzfaktoren von herausragender Bedeutung wurde neben
dem PLY die Kapsel als méglicher Ausldser des Ca®*Signals untersucht.

Die Anzahl an Reaktionen auf D39 ACPS und die durchschnittlichen [Ca*max
zeigten, jeweils im Vergleich zum WT, keinen Unterschied. Damit ist es
unwahrscheinlich, dass die Kapsel einen Einfluss auf das Ca**-Signal hat. Auch in
der Literatur ist bisher keine direkte Wirkung der Kapsel auf [Ca®'],: der Zielzellen
beschrieben.

Die Kapsel umgibt das Bakterium als auf3erste Schicht und interagiert auf vielfaltige
Weise mit dem Wirt. Auch bei der direkten Interaktion im unmittelbaren Kontakt mit
Endothelzellen spielt die Kapsel eine Rolle und beeinflusst z.B. die Adharenz
(Preston et al. 2008). Auch wenn bisher keine direkte Wirkung der Kapsel auf
[Ca2+]zyt von Zielzellen bekannt ist, ware ein indirekter Einfluss auf die Generierung
des Ca?*-Signals moglich. Neben der Adhérenz kénnte auch die protektive Wirkung
der Kapsel fur das Bakterium einen solchen indirekten Einfluss haben.

Denkbar ware, da der ausschlaggebende Teil des PLY in der Infektion mit
Pneumokokken bei der Lyse einzelner Bakterien freigesetzt wird, dass mehr
Bakterien des ungeschiitzteren D39 ACPS zugrundegehen, dadurch auch mehr PLY
freigesetzt wird und die Reaktion der Endothelzellen beeinflusst.

Unter den Versuchsbedingungen konnte ein solcher Einfluss auf das Ca®*-Signal
nicht gezeigt werden.

In der Infektion eines intakten Wirtsorgans mit mehreren Ebenen der Immunreaktion
ist die Kapsel fur das Bakterium netto ein eindeutiger Virulenzvorteil. In der
vereinfachten Umgebung der in vitro und in situ Versuche, in denen z.B. die
mechanische Beseitigung des Krankheitserregers wegfallt, scheint aber keine

Modulation des Ca?*-Signals stattzufinden.

5.2.2. Das Pneumokokken-induzierte Ca**-Signal ist PLY-abhéngig

PLY hat sich als der fiir die Auslésung des Ca?*-Signals entscheidende Virulenzfaktor
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herausgestellt. Die Inkubation mit dem Pneumokokkenstamm D39 APLY hat in vitro
und in vivo keinerlei Veranderung von [Ca2+]zyt erzeugt. Daraus kann geschlossen
werden, dass die Synthetisierung von PLY durch das Bakterium eine notwendige
Bedingung fiir die Generierung des Ca?*-Signals ist.

Ob PLY nur einen Teil der Interaktion zwischen Bakterium und Endothelzellen
darstellt oder ob das Ca**-Signal direkt durch PLY ausgeldst wird, konnte durch die
Verwendung von isoliertem PLY als Interventionssubstanz beantwortet werden. In
der Versuchsgruppe PLY reagierten vergleichbar viele Zellen wie bei der Intervention
mit dem D39 WT. Dieses Ergebnis zeigt, dass tatsachlich nur das isolierte PLY-

Protein nétig ist, um in der Interaktion mit HPMEC zu einem Ca?*-Signal zu fithren.

PLY ist ein sehr vielseitiges Protein, dessen Wirkung von der aktiven Freisetzung
spezieller Proteine durch die Zielzellen (Paton et al. 1983) bis zur schnellen Induktion
des Zelltodes reicht (Rubins et al. 1992). Welche Wirkung PLY in der Interaktion hat,
ist unter anderem von der Dosis abhéngig, in der das Protein mit der Zielzelle
interagiert. Auch die Induktion des Ca?*-Signals hat sich als dosisabhéngig erwiesen
(siehe 4.1.1).

Die von anderen Arbeitsgruppen eingesetzten PLY-Konzentrationen sind inhomogen.
Wahrend manche Arbeitsgruppen z.B. bei einer Konzentration von 100 ng/ml von
einem sublytischen Effekt an Neuroblastomzellen ausgehen (lliev et al. 2007), haben
andere Arbeitsgruppen bei 100 ng/ml die Induktion von Apoptosen an humanen
Mikrogliazellen beschrieben (Braun et al. 2002).

Die Konzentration von PLY wahrend einer Pneumokokkeninfektion schwankt sehr
stark, und in der Literatur sind z.B. Konzentrationen von 1 ng/ml bis 180 ng/ml im
Liqguor wahrend der Pneumokokken-induzierten Meningitis des Menschen
beschrieben (Mitchell et al. 2010). Bei der Behandlung mit Antibiotika kbnnen aber
noch weit hohere Konzentrationen erreicht werden (Spreer et al. 2003). Schon die
Freisetzung von PLY pro CFU Pneumokokken in vitro variiert um den Faktor 100
(Spreer et al. 2004).

Die effektive Konzentration von PLY héngt zum Teil mit dem Uberleben der Bakterien
zusammen, wird aber auch noch von vielen anderen Faktoren beeinflusst. Unter den
gegebenen Versuchsbedingungen hatte die Temperatur der PLY-LOsung einen

Einfluss auf die beobachteten Ca®'-Signale (Versuche nicht gezeigt). Bei den
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unterschiedlichen Temperaturen der in vitro Versuche (Raumtemperatur) und der in
situ (37° C) konnte hier eine mogliche Fehlerquelle der Vergleichbarkeit liegen.
Trotzdem konnten mit der Konzentration von 5 mg/ml vergleichbare Ca**-Signale
sowohl in vitro als auch in situ gezeigt werden. Diese Ca?*-Signale sind auRRerdem
vergleichbar mit dem Signal, das durch 5x10° CFU/m| Pneumokokken induziert wird.
Diese Ubereinstimmungen konnten ein Hinweis sein, dass in unserer
Versuchskonstellation durch 5x10° CFU/ml Pneumokokken in etwa 5 mg/ml PLY
freigesetzt wird.

Ein weiterer Einflussfaktor auf die wirksame Konzentration von PLY konnte sein,
dass moglicherweise die Freisetzung von PLY durch ein einzelnes Bakterium lokal zu
einer hoheren Konzentration fihren kann als im gesamten Medium. Hierzu gibt es
keine Untersuchungen. Aul3erdem unterscheiden sich verschiedene Zelltypen in ihrer
Sensibilitat fur PLY (Hirst et al. 2002), was ein mdglicher Grund fur den Einsatz

verschiedenen Konzentrationen von PLY in der Literatur sein kdnnte.

5.2.3. Die Bedeutung des Ca**-Signals fiir die Zelle

Die Fahigkeit von Pneumokokken durch relativ hohe Dosen ihres Toxins PLY groR3e
Poren in der Zellwand der verschiedenen Zelltypen des Wirtes zu bilden, wurde
vielfach beschrieben (Steinfort et al. 1989), ebenso die dadurch induzierten
Zellschaden an z.B. Epithel- und Endothelzellen. Durch die Poren mit einem
Durchmesser von 30-35 nm kénnen unkontrolliert groBe Mengen von Ca?*-lonen,
dem ausgepragten Konzentrationsgradienten folgend, in die Zelle einstromen. Dieser
Prozess ist nicht fir Ca®" selektiv, sondern betrifft mehrere lonen. AuBerdem
entweichen wichtige intrazellulare Proteine in den Extrazellularraum. Damit ware der
Ca®*-Einstrom kein aktives Signal, sondern ein Phanomen des Zelluntergangs.

Einen Hinweis, dass PLY tatsachlich ein aktives Signal in der Zielzelle verursacht,
bekommen wir nicht nur aus unseren eigenen Ergebnissen, sondern auch aus der
Gruppe der strukturell eng mit dem PLY verwandten CBCs. Speziell flr das
Listeriolysin ist nachgewiesen, dass es zu einem aktiven Einstrom von Ca®* in den
Intrazellularraum kommt (Gekara et al. 2008). Uber welchen Weg dieses Signal

genau generiert wird, ist bisher ungeklart. Da alle Mitglieder der CBCs gewisse
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Analogien aufweisen und ein vergleichbares Bindungsverhalten an Cholesterol in der
Zellmembran der Zielzelle zeigen, konnten Listeriolysin und PLY ahnliche
Signalkaskaden aktivieren.

Damit sich PLY zu Oligomeren zusammenlagert und in der Zielzelle Poren bildet, ist
eine relativ hohe Konzentration notig. Es scheint aber eine groRe Anzahl von
Effekten gerade durch sublytische Konzentrationen von PLY verursacht zu werden
(siehe auch 5.2.2). Ein Beispiel hierfur ist die Beeinflussung der Expression von
Genen, die fur Proteine wie Lectin 1, Cadherin 17, Caspase 4 und 6, Interleukin 8
und monocyte chemotactic protein 3 kodieren (Rogers et al. 2003). Ein weiteres
Beispiel ist auch die Aktivierung von Rho- und Rac-GTPasen sowie die Organisation
von Aktinfasern und die Ausbildung von Filopodien und Lamellipodien in neuronalen
Zellen durch sublytische Konzentrationen von PLY (lliev et al. 2007). Diese Beispiele
zeigen, dass die Wirkung von PLY deutlich komplexer ist als die reine Bildung von
grof3en Zellmembrandefekten in den Zielzellen.

Einen starken Hinweis gibt uns auRerdem der zeitliche Verlauf der Ca*-
Konzentration bzw. die Charakteristik des Ca*'-Signals. Der beschriebene Ca*'-
Anstieg ging nach mehreren Sekunden bis wenigen Minuten wieder zurtick, und es
stellte sich eine Ca?*-Konzentration auf dem Ausgangsniveau ein. Dieses Phanomen
wurde im Zeitraum des Versuches teilweise mehrfach in derselben Zelle beobachtet.
Diese Konzentrationsveranderungen sind mit dem bisherigen Modell der klassischen
Porenbildung durch die Oligomerisation von PLY nicht zu erklaren. Bisher ist kein
Verschlussmechanismus der PLY-Pore bekannt, und die Zelle ware nicht in der Lage,
ihre  Ca®’-Homoostase auszugleichen bei einem entsprechend groRen
Membrandefekt.

Aus der Vielzahl der PLY-Effekte ergeben sich eine gro3e Anzahl von mdglichen
Mechanismen (ber die PLY das Ca®'-Signal induzieren koénnte. Um den
Mechanismus besser zu verstehen, muss genauer eingegrenzt werden, aus welcher
Quelle Ca®" in das Zytosol einstrémt. AuRerdem kann die Beteiligung verschiedener
Strukturen der Zellen einen Hinweis geben, ob die Zelle aktiv an der Generierung

von Ca?*-Signalen beteiligt ist.
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5.2.4. Das Ca**-Signal wird durch einen Ca**-Einstrom von
extrazellular und dem Ausstrom aus intrazellularen Ca?*-

Speichern generiert

5.2.4.1. Extrazellularraum

Ein Grund fiir das Auftreten von schmal, spitz konfigurierten Ca**-Signalen war
vermutlich der Ausstrom von Ca?-lonen aus der Zelle hinaus, dem
Konzentrationsgradienten ~ folgend, in den  unphysiologisch  Ca*'-freien
Extrazellularraum unter den gegebenen Versuchsbedingungen. Diese Tatsache
konnte auch zu Beginn der jeweiligen Versuche an dem niedrigen [Ca2+]zyt Zu
Ausgangsbedingungen beobachtet werden. Eine weitere mdgliche Erklarung ist,
dass sich das charakteristische Ca®*-Signal unter Standardbedingungen aus
mehreren Ca®’-Strémen zusammensetzt. Hierbei scheint der Ca®*-Einstrom von
extrazellular fir eine Verbreiterung bzw. ein langer andauerndes Ca®*-Signal
verantwortlich zu sein.

Aus den Ergebnissen wird deutlich, dass mindestens ein intrazellulares Ca®*-Depot
am Anstieg von [Ca2+]zyt bei Inkubation mit Pneumokokken beteiligt ist. Die schmale,
spitze Konfiguration gibt auRerdem einen Hinweis auf einen Ca®'-Einstrom von
extrazellular, der das Ca?*-Signal unter Standardbedingungen mit bedingt.
Einschrdnkend muss die unphysiologische Pufferlosung fur diese Versuche
berticksichtigt werden. Die untersuchten Zellen I6sten sich vergleichsweise haufig
wéahrend des Versuches vom Objekttrager oder verformten sich. Auch wenn diese
offensichtlich veranderten Zellen schon aus technischen Griinden nicht mit in der
Auswertung bericksichtigt werden konnten, liegt die Vermutung nahe, dass die
unphysiologische Umgebung einen negativen Einfluss auf alle Zellen hatte.

Da es keine andere Methodik gibt, die eine Beteiligung von extrazellularem Ca?* an
einem intrazellularen Ca**-Signal mit so hoher Wahrscheinlichkeit ausschlieRt, wurde
trotz dieser Einschrankungen eine Ca?*-freie Umgebung gewahlt. Des Weiteren kann
gerade deshalb das Auftreten eines intrazellularen Ca**-Signals in dieser Umgebung

als Beweis fiir eine Beteiligung intrazellularer Ca®*-Speicher dienen.
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5.2.4.2. Endoplasmatisches Retikulum

Das ER ist quantitativ das bedeutendste intrazellulare Ca?*-Depot und an den
meisten zellularen Vorgangen, in denen ein Anstieg von [Ca2+]zyt eine Rolle spielt,
beteiligt. Die wichtigsten Transporter, die Ca®" in das ER pumpen, sind die Ca**-
ATPasen. Die SERCAs kdnnen mit dem nicht-kompetitiven Antagonisten TG selektiv
inhibiert werden. Dies fuhrt zu einer Depletion des ER und damit zu einem
Funktionsverlust als intrazellularer Ca?*-Speicher (Thastrup et al. 1989).

Auffallig war das Auftreten von breit konfigurierten Ca?*-Signalen sowie ein etwas
hoheres [Ca2+]zyt zu Ausgangsbedingungen. Die methodisch bedingte initiale
Entleerung des ER durch TG sowie die Blockade der SERCAs erklart das hohere
[Ca2+]zyt zu Ausgangsbedingungen. Dieser Unterschied der Versuchsgruppe ist
unumganglich und sollte aufgrund der geringen Differenz die Aussagekraft der
Versuche nicht limitieren.

Diese Ergebnisse zeigen, dass mindestens ein weiterer Ca**-Strom fiir die breite
bzw. langer andauernde Komponente des charakteristischen Ca?*-Signals unter
Standardbedingungen verantwortlich sein muss. Trotzdem ist das Fehlen von
schmalen, spitzen Ca?*-Einstrémen bei Inkubation mit TG Indiz fir eine Beteiligung
des ER am charakteristischen Ca?*-Signal unter Standardbedingungen. Schmale,
spitze Ca®*-Einstréme sind Teil des Ca**-Signals unter Standardbedingungen und

charakteristisch in den Versuchen unter Ca**-freien Bedingungen.

5.2.4.3. Mitochondrien

Eine dritte mogliche Quelle fir einen Anstieg von [Caz"]zyt sind die Mitochondrien.
Durch Aktivitat der Atmungskette ist der Matrixraum innerhalb des Mitochondriums
stark negativ geladen. Hier kénnen sich positiv geladene Ca?*-lonen anreichern. In
den Versuchen wurde der Komplex | der Atmungskette durch RO gehemmt (Earley et
al. 1987). Es kann keine negative Ladung im Matrixraum aufgebaut und Ca** weniger
gut im Mitochondrium gespeichert werden (Brueckl et al. 2006). Dass die
Mitochondrien dadurch nicht mehr an einem Ca2+-Signal beteiligt sein kdnnten, kann
so nicht sicher ausgeschlossen werden, da der Ca**-Haushalt des Mitochondriums
komplex ist und mehrere Transportproteine und Mechanismen fiir Ca®* eine Rolle
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spielen. Die Tatsache, dass das Ca®*-Signal durch RO nicht beeinflusst wird, macht
eine Beteiligung am Ca®'-Signal des Mitochondriums als Ca®*-Speicher aber
unwahrscheinlich.

Als weitere Einschrankung muss die Eigenschaft von RO, die auch wir in unseren
Experimenten beobachten konnten, berticksichtigt werden, dass RO alleine schon
einen Anstieg von [Ca2+]zyt verursachen kann. Es wurde in neuronalen Zellen
nachgewiesen, dass dieser Ca®*-Einstrom durch die Beseitigung extrazellularen Ca**
vollstdndig unterdriickt werden konnte und vermutlich durch spannungsgesteuerte
Ca’*-Kanéale erfolgte (Wyatt et al. 2004). AuBerdem induziert RO an humanen
Neuroblastomzellen schon ab einer Dosis von 10 uM, wenn sie diesem uber 48 h
ausgesetzt sind, bei mehr als der Hélfte der Zellen die Apoptose. Auch wenn die
genaue Signalkaskade noch nicht bekannt ist, konnte die Apoptoserate durch die
Blockierung des Ca?*-Signals vermindert werden (Wang et al. 2005). Uber den von
uns untersuchten Zeitraum konnte auch bei einer Dosis von 50 uM nach Ablauf des
Interventionszeitraumes noch ein deutlicher Anstieg von [Ca2+]zyt auf die Inkubation
mit 100 pM ATP beobachtet werden, was fur die Vitalitdt der Untersuchten Zellen
spricht. Auch ein RO-induzierter Ca®*-Einstrom trat nur in 10,58% + 12,55% und
damit einem geringen Anteil der untersuchten Zellen auf. Trotz des erhdhten [Ca2+]zyt
zu Ausgangsbedingungen, die als limitierender Faktor bestehen bleibt, konnte ein
Unterschied zur Interventionsphase nachgewiesen werden.

Aufgrund der Ergebnisse gibt es keinen Hinweis auf eine Beteiligung eines Ca*'-
Stroms aus dem Mitochondrium am charakteristischen Ca**-Signal unter
Standardbedingungen. Eine solche Beteiligung kann aber durch unsere Versuche

auch nicht sicher ausgeschlossen werden.

5.2.4.4. Zusammenfassung der Untersuchung mehrerer Ca*-Quellen

Ein Aspekt der Auswertung der Versuche aus den Gruppen WT/PLY-TG, WT/PLY-
@Ca®" und WT-RO war die genaue Analyse des Ca?*-Anstiegs. In der Dauer und
Dynamik des Ca®'-Signals ergaben sich erhebliche Unterschiede in den
Versuchsgruppen.

Bei den Versuchen in Ca®*-freier Umgebung induzierte sowohl der D39 WT als auch

das isolierte PLY, im Vergleich zu den Versuchen unter Standardbedingungen, Ca*-
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Signale, die sowohl kirzer dauerten als auch eine charakteristische Dynamik
zeigten. [Ca2+]zyt in den Ca®*-Signalen zeichnete sich durch einen vergleichsweise
steilen Anstieg und einen ebenso abrupten Abfall auf den Ausgangswert aus, sodass
das Signal weniger als 3 min andauerte.

Den Kontrast zu den Ca?*-freien Versuchen bildeten die TG-Versuche, in denen die
Funktion des ER blockiert war. Hier waren Ca?*-Signale von langerer Dauer (= 3 min)
zu beobachten; es fehlten aber steile [Ca2+]zyt-Anstiege, die in den Versuchen unter
Standardbedingungen zuséatzlich auf den teilweise mehrere Minuten andauernden,
breiten [Ca2+]zyt-Anstiegen zu beobachten waren.

In den Versuchen, in denen RO eingesetzt wurde, um die Funktion der Mitochondrien
zu blockieren, war ein gemischtes Bild aus den beiden zuvor beschriebenen Ca?*-
Signalen zu beobachten. Damit waren diese Ergebnisse eher mit den Ca®*-Signalen
der Versuche unter Standardbedingungen zu vergleichen.

Durch die Analyse der Ca*-Signale wurden zwei verschiedene Ca®*-Strome
identifiziert. Diese bilden gemeinsam die Reaktion von [Ca2+]zyt in HPMEC auf einen
Kontakt mit dem D39 WT oder isoliertem PLY. Das Signal setzt sich zusammen aus
dem langsam ablaufenden und langer andauernden Anstieg von [Ca2+]zyt und einem
schnellen und nur kurz dauernden Einstrom in das Zytosol. Die bisherige Analyse der
Versuche liefert also Hinweise auf eine Beteiligung des ER und der Zellmembran bei
der Verschiebung von Ca?*-lonen; keine Anhaltspunkte gibt es dagegen fiir eine
Beteiligung des Mitochondriums an dem beobachteten charakteristischen Ca?*-

Signal.

Die bedeutendste und haufigste Interaktion mehrerer Kompartimente der Ca®*-
Homoostase ist im SOC intensiv erforscht. Auch dieser Mechanismus, in dem eine
Ca®*-Freisetzung aus dem ER einen Einstrom aus dem Extrazellularraum auslést,
wird im klassischen Verstandnis ein Ca®'-Signal generiert, das aus zwei
verschiedenen Ca**-Einstrémen in das Zytosol besteht. Auch im SOC besteht der
Anstieg von [Ca2+]zyt aus der schnellen Entleerung des ER und aus dem etwas langer
anhaltenden Einstrom von Ca®" von extrazellular. Der wichtige Unterschied des von
uns beobachteten charakteristischen Pneumokokken-induzierten Ca?*-Signals zum
klassischen SOC ist, dass die Beteiligung des ER keine notwendige Bedingung flr

den gesamten Vorgang zu sein scheint. STIM 1 fungiert als eine Art Sensor flr einen
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Abfall der [Ca*] im ER (Roos et al. 2005). Das heit, dass Ca®" aus dem ER
ausgeschdittet werden muss, z.B. Uber eine Aktivierung des IP3-Signalwegs, damit
Uber STIM 1 die SOC-Kanale aktiviert werden (Smyth et al. 2010). Bei bereits
entleertem ER sollte dieser Signalweg damit zumindest beeintrachtigt sein. Dass
sowohl bei entleertem ER als auch in Ca*-freier Umgebung weiterhin
charakteristische Ca?*-Signale beobachtet werden kénnen, gibt méglicherweise
einen weiteren Hinweis auf den Zusammenhang des Pneumokokken-induzierten
Ca?*-Signals mit dem klassischen Mechanismus des SOC.

Eine Moglichkeit, die bisher zumindest nicht ausgeschlossen werden kann, ist, dass
das Protein STIM 2 stattdessen in den Signalweg eingebunden ist. STIM 2 hat eine
deutlich hohere Sensitivitdat, und moglicherweise finden auch bei einem fast
vollstandig entleerten ER noch kleinere Veranderungen der [Ca®'] statt, die von STIM

2 detektiert werden kénnten, und dann Signalwege aktivieren (Smyth et al. 2010).

5.2.5. Das Ca**-Signal wird von der Endothelzelle aktiv generiert

Die Zusammensetzung der Ca®*-Spikes aus dem Einstrom aus mindestens zwei
verschiedenen Kompartimenten bringt die Beantwortung der ersten Fragestellung
naher, ob und inwiefern es sich bei den Ca®*-Spikes um einen aktiven Mechanismus
der Zelle handelt.

Das Ergebnis der Ca®*-freien Versuche zeigt eindeutig, dass mindestens aus einer
intrazellularen Quelle Ca®" in das Zytosol ausgeschiittet wird. Gerade diese
Komponente des Signals muss Uber eine Signalvermittlung oder Erkennung in der
Zelle verursacht werden. Aber auch der Einstrom von extrazellular ist nicht alleine mit
der klassischen Eigenschaft von PLY, Poren zu bilden, zu erklaren (siehe 5.2.3).
Welche Mechanismen und Signaltransduktionswege genau eine Rolle fir das Ca*'-
Signal spielen, bleibt bisher aber unklar.

Moglicherweise spielt IP3 als Signalmolekiil im PLY-induzierten Ca**-Signal eine
Rolle. IP3 hat eine zentrale Stellung im Ca*'-Stoffwechsel der Zellen (Streb et al.
1983). Bisher gibt es aber keinen Beweis fur eine Beteiligung von IP3 am
Pneumokokken-induzierten Ca**-Signal. AuRerdem geben unsere Versuche mehrere
Indizien, dass das Ca?*-Signal nicht durch den klassischen SOC entsteht (siehe

5.2.4), bei dem IP3 eine wichtige Funktion hat.
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Trotzdem geben andere Untersuchungen starke Hinweise, dass IP3 und IP3R an
unserem Ca**-Signal beteiligt sind. Dass IP3 Ca®"-Oszillationen auslésen kann,
wurde erstmals in basophilen Leuk&miezellen der Ratte nachgewiesen (Meyer et al.
1988 und Meyer & Stryer 1988). Die genauere Charakterisierung des durch IP3R
entstehenden biphasischen Ca®*-Signals erfolgte durch Masamitsu et al. 1990, und
die ubiquitare Bedeutung wurde fur eine grofe Anzahl an verschiedenen Zellen
nachgewiesen (z.B. an renalen Epithelzellen (Parys et al. 1986), Hepatozyten
(Burgess et al. 1984) und Endothelzellen (Freay et al. 1989)).

Das biphasische Ca®*-Signal entsteht durch die besondere Eigenschaft des IP3R,
dass dieser durch Ca?* in geringen Konzentrationen (bis zu 300uM) aktiviert wird,
wohingegen in héheren Konzentrationen ein hemmender Effekt Uberwiegt (Finch et
al. 1991). Dadurch verstarkt ein Ca**-Einstrom sich zu Beginn selbst, terminiert sich
aber auch selbst durch die steigende [Ca®'] und die dadurch resultierende Hemmung
des IP3R.

Damit bietet die Beteiligung von IP3 und dem IP3R eine mogliche Erklarung fir das
charakteristische Ca**-Signal, indem der vermutete Agonist PLY konstant verfiigbar

ist und trotzdem ein Ansteigen und Abfallen von [Ca2+]zyt zu beobachten ist.

Eine weitere Moglichkeit wéare eine direkte Interaktion zwischen zellularen
Rezeptoren und PLY. Eine solche direkte Liganden-Bindung von PLY ist z.B. fur den
TLR4-Rezeptor in Makrophagen beschrieben (Srivastava et al. 2005). Unabhangig
von der porenbildenden Aktivitat induziert PLY Uber TLR4 die MAPK-Signalkaskade
und die Aktivierung von NF-kB, die die Expression von CXCL-8 in Detroit 562
nasopharyngealen Zellen und primaren nasopharyngealen Epithelzellen steigert
(Dogan et al. 2011). Auch wenn diese Interaktion noch nicht in Endothelzellen
beschrieben ist, so ist es doch hochst wahrscheinlich, dass auch auf Endothelzellen
eine Bindung von PLY an TLR4 stattfindet (Faure et al. 2000). Da fur TLR4 aus
anderen Zelllinien bereits ein Einfluss auf [Ca®*],: und die Fahigkeit, Ca**-Signale
auslosen zu kdnnen, beschrieben ist, konnte auch in Endothelzellen PLY lber TLR4

ein Ca**-Signal induzieren (Ostuni et al. 2010).

Abgesehen von einer klassischen Vermittlung tber Rezeptoren kdnnten auch noch

weitere Signaltransduktionswege eine Rolle spielen. Eine dieser Mdglichkeiten zeigt
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abermals das strukturell eng verwandte Protein Listeriolysin. Dieses Toxin fuhrt
neben der Bildung von Poren in der Zellmembran zu der Bildung von sogenannten
lipid rafts durch die Bindung von Cholesterol auf der Oberflache der Zellmembran
(Gekara et al. 2005). Dieses aktiviert dann CD14 und CD16 sowie die Tyrosinkinase
Lyn (Gekara et al. 2004). Lipid rafts sind dichte Zusammenlagerungen von
Sphingolipiden und Cholesterol in der Lipidmembran von Zellen. Diese lipid rafts
kobnnen eine ganze Reihe von Proteinen binden wie z.B. Proteine mit
Glycosylphosphatidylinositol-Anker und auch eine gro3e Vielfalt an
Transmembranproteinen und G-Protein gekoppelten Rezeptoren (Simons et al.
1997). Durch die réaumliche und funktionelle Interaktion verschiedener Proteine
konnen komplexe Reaktionen auf einen Agonisten ausgel6st und Funktionen wie z.B.
die Endozytose reguliert werden (Helms et al. 2004).

Des Weiteren ist bekannt, dass lipid rafts in  verschiedenen
Signaltransduktionswegen uber intrazellulares Ca®" als second messenger wirken.
Durch die sehr &hnliche Struktur von PLY und das vergleichbare Bindungsverhalten
ist es moglich, dass PLY auf ahnliche Art wie Listeriolysin tber lipid rafts seine
Wirkung entfaltet.

Neben der Wirkung Uber lipid rafts spielt auch die Porenbildung von Listeriolysin eine
wichtige Rolle. Eine interessante Eigenschaft der Poren, die durch Listeriolysin
gebildet werden, ist, dass es einen Mechanismus zu geben scheint, der das
periodische Offnen und SchlieRen erlaubt (Repp et al. 2002). Auch hier kdnnten

Analogien zu PLY und den Poren in der Zellmembran liegen.

5.3. Pneumokokken induzieren ein zytosolisches Ca**-
Signal in subpleuralen Endothelzellen der isolierten

Rattenlunge

Die bisherigen Erkenntnisse tber das Ca**-Signal, das durch PLY in HPMEC in vitro
induziert wird, leiten zu einer weiteren Fragestellung: Ist das beobachtete Ca®*-Signal
ein Vorgang im realen Pathomechanismus von Pneumokokkeninfektionen auch in
situ, und hat das Ca?*-Signal damit das Potential, auch eine relevante Funktion fiir
den Wirt oder das Bakterium zu erfullen?
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Um diese Frage zu beantworten, wurden die Versuchsbedingungen in eine isoliert
perfundierte Rattenlunge Ubertragen. Trotz der diskutierten Einschrankungen (siehe
5.1.1) bietet dieses Modell Bedingungen, die so nahe an der physiologischen

Situation sind wie bei Fluoreszenzmessung in Echtzeit aktuell mdglich.

Mit der Messung von Ca®'-Signalen in Reaktion auf Pneumokokken in diesen
Versuchen konnte nicht nur bewiesen werden, dass es sich um einen
speziesubergreifend  reproduzierbaren Vorgang handelt. Hiermit konnte
insbesondere gezeigt werden, dass die Entdeckung des Ca®*-Signals in der stark
vereinfachten Umgebung der in vitro Versuche ein Aquivalent in dem komplexen

System einer pulmonalen subpleuralen Venole hat.

5.3.1. Die Erkenntnisse iiber das Ca**-Signal in vitro sind auf
subpleurale Endothelzellen der isoliert perfundierten

Rattenlunge Ubertragbar

In der Rattenlunge reagierten annéhernd alle Endothelzellen mit mindestens einem
charakteristischen Ca?*-Signal Uiber den 45-miniitigen Interventionszeitraum auf den
D39 WT. Eine Ausnahme davon bildete die Inkubation mit D39 ACPS
Pneumokokken. Hier lag der Anteil reagibler Endothelzellen in der Lunge deutlich
hoher als bei den Messungen an HPMEC. Ein moglicher Grund hierfur kénnte in der
verbesserten Adhasion des D39 ACPS gegenuber dem D39 WT liegen (Talbot et al.
1996). Dieser Einfluss konnte im dynamisch perfundierten Gefal3 eine groRere Rolle
spielen als in der statischen Situation der in vitro Versuche.

Ohne den Schutz des Bakteriums durch die Kapsel konnte mehr PLY freigesetzt
werden, da bei der Lyse von Pneumokokken das PLY im Inneren freigesetzt wird.
Mdoglich ist, dass methodisch bedingt eine vermehrte Lyse von Bakterien im
Mikrokatheter oder infolge der Perfusion ohne den Schutz der Kapsel einen
Unterschied erklart.

Eine klinische Bedeutung haben ACPS Pneumokokken allerdings nicht, da
Pneumokokkenstdmme ohne Kapsel deutlich reduzierte Virulenz im Menschen

zeigen (Briles et al. 1992).
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Das durchschnittliche maximale [Ca2+]zyt der Interventionsphase in den in vitro und
den in situ Versuchen lag bei der Intervention mit dem D39 WT auf fast identischen
Werten. Fur die D39 ACPS Pneumokokken ergab sich wiederum ein Unterschied mit
etwas niedrigerem [Caz"]zyt in den Endothelzellen der Lunge.

Auch die Frequenzen und Latenzen waren sehr &hnlich in den in vitro und den in situ
Versuchen. Eine Ausnahme bildeten die Versuche mit isoliertem PLY. Hier zeigten die
Zellen in vitro fast doppelt so viele Ca**-Signale und reagierten auch deutlich
schneller nach dem Beginn der Intervention. Dieser Unterschied kénnte an einer
niedrigeren wirksamen Dosis in situ liegen. Der Zusammenhang zwischen der Dosis,
Latenz und Frequenz wurde bereits bei den in vitro Versuchen erértert, und die
Konstellation mit einer hoheren Latenz und niedrigeren Frequenz passt zu einer
niedrigeren Dosis PLY. Es gibt mehrere Moglichkeiten, warum an den Endothelzellen
der perfundierten Lunge eine geringere Konzentration PLY wirksam gewesen sein
kann als in vitro, trotz der Verwendung von 5 ng/ml in beiden Experimenten.

Ein Einflussfaktor konnte wiederum der Unterschied zwischen einer dynamischen
Perfusion in situ und der statischen Exposition in vitro gewesen sein und einen
Unterschied erklaren. Mdglicherweise gibt es aul3erdem in der dreidimensionalen
Struktur und dem festen Zellverband eines intakten GefalRes eine geringere
exponierte Oberflache pro Endothelzelle als in der zweidimensionalen Situation auf
einem Objekttrager.

Ob und inwiefern Bestandteile des Blutes PLY direkt eliminieren und dadurch
moglicherweise die effektive PLY-Konzentration direkt beeinflussen, ist bisher nicht
beschrieben.

Insgesamt ist das Ca**-Signal in Endothelzellen als eine Reaktion auf die Interaktion
mit Pneumokokken vollstandig von der in vitro Situation in die in situ Versuche
Ubertragbar. Die Modulation des Signals durch die Virulenzfaktoren des Bakteriums
in der komplexen Umgebung eines intakten Organs ist dabei nachvollziehbar. Die
Kombination aus dem Nachweis des charakteristischen Ca**-Signals in humanen
Endothelzellen und in der isoliert perfundierten Rattenlunge macht es ausgesprochen
wahrscheinlich, dass der gleiche Mechanismus auch in den Endothelzellen der

humanen Lunge stattfindet.
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5.3.2. Die Entdeckung des charakteristischen Ca®*-Signals in
Endothelzellen er6ffnet neue Perspektiven und
Maoglichkeiten fir die Erforschung Pneumokokken-

induzierter Erkrankungen

Es ist gelungen, ein charakteristisches Ca?*-Signal in Endothelzellen als Reaktion auf
Pneumokokken und spezifisch PLY zu identifizieren. Damit konnte die erste
Fragestellung dieser Arbeit beantwortet werden.

Die zweite Fragestellung konnte Uber die quantitative und qualitative Analyse des
Ca?*-Signals beantwortet werden. Der Ca*'-Einstrom von extrazellular sowie aus
dem ER bilden die beiden entscheidenden Komponenten des Pneumokokken-
induzierten Ca**-Signals. Damit wurden starke Hinweise darauf gefunden, dass das
Ca?*-Signal ein aktives Signal der Endothelzellen ist.

Die dritte Fragestellung konnte mit der erfolgreichen Ubertragung der in vitro-
Erkenntnisse in die isoliert perfundierte Rattenlunge beantwortet werden. Das
beschriebene Ca?*-Signal tritt im realen Pathomechanismus im Endothel in der
Rattenlunge auf und konnte damit eine potenzielle Relevanz fur den
Krankheitsverlauf und die Therapie der Pneumokokkeninfektion haben.

Zu erortern bleibt, welche Bedeutung und Funktion das Ca®'-Signal im
Pathomechanismus der Pneumokokkeninfektion hat.

Hier ist eine groRe Anzahl an Mdglichkeiten denkbar, und die genaue Erforschung
wird das Ziel kunftiger Untersuchungen sein. Einige Hinweise ergeben sich aber

schon aus den bisherigen Ergebnissen und den Arbeiten anderer Wissenschatftler.

Schon 1993 wurde erwiesen, dass PLY eine Verletzung von Typ 1 Alveolarzellen und
eine Erhohung der alveolaren Permeabilitét in der isoliert perfundierten Rattenlunge
auslost. Aullerdem wurde die Zerstérung der alveolar kapillaren Membran
mikroskopisch morphologisch nachgewiesen und Uber das Lungengewicht die
Ausbildung eines Lungenddems durch PLY beschrieben (J. Rubins et al. 1993).

Gerade die Beeinflussung der endothelialen Barrierefunktion spielt in der Entstehung
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des Lungenddems, einem der kritischen Pathomechanismen bei pulmonalen
Infektionen und speziell der ALI/ARDS, eine zentrale Rolle. Das Lungenédem gehort
nicht nur mit zu den diagnostischen Kriterien fur die ALl und das ARDS, sondern
beeinflusst auch die respiratorische Situation des Patienten maf3geblich.

Bisher gab es keine Arbeit, die den Einfluss von PLY auf das Lungenddem uber den
intrazellularen Botenstoff Ca®* untersucht hat. Bekannt ist aber, dass gerade Ca®" als
Botenstoff in der Regulation der endothelialen Barriere (Tiruppathi 2002), der
Freisetzung von NO (Liang et al. 2013) und der Beeinflussung von Interleukinen
(Dogan et al. 2011) eine herausragende Bedeutung hat.

Moglicherweise ist die Entdeckung des Ca?*-Signals als Reaktion auf PLY der erste
Schritt, diese pathogenes definierenden Vorgdnge mit PLY zu verbinden und so den
Pathomechanismus der Pneumokokkeninfektion im Detail zu verstehen. Hiervon
konnten wiederum erkrankte Patienten in Form von neuen Therapieansatzen

profitieren.
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6. Zusammenfassung

Pneumokokken sind ein wichtiger Erreger im klinischen Alltag und die Lunge ist die
haufigste Eintrittspforte fur die Pneumokokkensepsis. Der Zusammenbruch der
Endothelbarriere und die Ausbildung eines Lungenédems sind dabei kritische
Ereignisse in der Pathogenese. Ca?*-lonen sind ein intrazellularer Botenstoff, der die
Regulation der endothelialen Barrierefunktion maf3geblich beeinflusst, wie auch eine
Vielzahl von anderen Prozessen in der Zelle. Um die Pathomechanismen speziell der
durch Pneumokokken verursachten pulmonalen Erkrankungen besser zu verstehen,
wurde in dieser Arbeit, unter der Annahme, dass Pneumokokken einen Einfluss auf
[Ca*],,: haben, der ber die bereits bekannte Bildung von Ca®* durchlassigen Poren
hinausgeht, [Ca**],, in Endothelzellen untersucht.

Hierzu wurde mittels Fura-2 Fluoreszenzmikroskopie sowohl in isolierten humanen
pulmonalen Endothelzellen (HPMEC) als auch in isoliert perfundierten Rattenlungen
die Wirkung von Pneumokokken und ihren Virulenzfaktoren Pneumolysin (PLY) und
der Kapsel auf [Ca2+]zyt untersucht.

Wir haben gezeigt, dass Endothelzellen als Reaktion auf Pneumokokken ein aktives
Ca®*-Signal erzeugen. Dieses Signal besteht aus einem Anstieg von [Ca2+]zyt, die
nach mehreren Sekunden wieder auf die Ausgangskonzentration zurlickgeht. Dieser
komplexe Vorgang des Anstiegs von [Ca®*],: wird sowohl durch Ca**-lonen, die aus
dem Extrazellularraum einstromen, als auch durch eine Ausschittung aus dem
Endoplasmatischen Retikulum vermittelt. Damit unterscheidet sich das aktive Ca**-
Signal grundlegend von allen bisher bekannten Wirkungen von PLY, speziell der

Bildung von Poren in der Zellmembran.

AuRerdem konnte gezeigt werden, dass das Pneumokokken-induzierte Ca?*-Signal
durch den Virulenzfaktor PLY verursacht wird und nicht durch die Kapsel beeinflusst
wird. Diese Reaktion der Endothelzellen auf Pneumokokken lie3 sich nicht nur in
vitro zeigen, sondern wurde auch in der isoliert perfundierten Rattenlunge weiter
untersucht. Damit konnten wir die physiologische Relevanz unserer Beobachtung
untermauern und den Grundstein fiur die weitere Erforschung der beteiligten
Mechanismen in unserer Arbeitsgruppe legen, mit dem Ziel, die klinische

Pneumokokkeninfektion in der Zukunft besser behandeln zu kénnen.
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7.Anhang

7.1. Abkirzungsverzeichnis

Tabelle 9: Abkilrzungsverzeichnis

[Caz+]zyt
°C

MM

ALl

[Ca* Tmax
ARDS
ATPasen
BlpM
Clqg
Ca2+
CBP
CCD
CD14
CD16
CDC
CFU

cm
CXCL-8
ER

Fa
G-Protein
HBS
HMC
HPMEC

Zytosolische Calciumkonzentration
Grad Celsius

Mikromolar

Acute lung injury

hochster gemessener Ca®*-Wert
acute respiratory distress syndrom
Adenosintriphosphatasen
Bacteriocinen

Protein des Komplementsystems Kollektin
Calcium

cholin binding protein
Charge-coupled Device

Protein: Cluster of differentiation 14
Protein: Cluster of differentiation 16
Cholesterol-dependent cytolysin
Colonie forming unites

Zentimeter

CXC-Motiv-Chemokin 8
Endoplasmatische Retikulum
Fluoreszenzintensitat
Guaninnucleotid-bindendes Protein
hepes buffer solution

human microglial cell line

Human Pulmonary Microvascular Endothelilal Cells
Innendurchmesser

Internationale Einheiten
Immunglobulin G

Inositol 1,4,5-triphosphat
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IP3R
Kd

LA
LytA
MAPK
MCU
min

mi

mM
mm
MW
NanA
NanB
NCX
NF-kB
nM
nm
@Ca*

RYR
Sh2
SD

Inositol 1,4,5-triphosphat Rezeptor
Dissoziationskonstante

Liter

linksatrial

Autolysin A

mitogen-activated protein kinases
mitochondrial Ca®* uniporter
Minuten

Milliliter

Millimolar

Millimeter

Mittelwert

Neuraminidase A

Neuraminidase B

Na*/Ca®" - antiporter
kappa-light-chain-enhancer
Nanomolar

Nanometer

Ca** freie Umgebung
AulRendurchmesser
pulmonalarteriell

Pneumococcal adherence and virulence factor A
Pneumolysin

plasma membrane Ca**-ATPase
Pneumococcal surface proteins A
Pneumococcal surface proteins C
Ratio

Maximale Ratio

Minimale Ratio

Rotenone

Ryanodin-Rezeptor

Intensitét bei A2 380 nm in Ca®*-haltiger Umgebung
Standardabweichung
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SD Standardabweichung

SERCA Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase
St Intensitat A2 380 nm in Ca®*-freier Umgebung
SOC store-operated Ca** entry

SpxB Pyruvat-Oxidase

STIM 1 Stromal interaction molecule 1

STIM 2 Stromal interaction molecule 2

TG Thapsigargin

TLR 4 Toll-like receptor 4

TRP-Kanéle transient receptor potential Kanale

Visc Viskositatskoeffizienten

WT Wildtyp

ZmpB Zink Metalloproteinasen B

ZmpC Zink Metalloproteinasen C

ACPS Kapsel-defizient

APLY Pneumolysin-defizient

A Wellenlange
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