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Zusammenfassung

Allein in Industrielandern erkranken jahrlich wahrend der Grippeepidemien 3 — 5
Millionen Menschen schwer an einer Infektion mit Influenzaviren. Bakterielle
Superinfektionen im Verlauf oder in der Folge einer Grippeerkrankung sind gefurchtete
Komplikationen und stellen die Hauptursache schwerer und potentiell letal endender
Krankheitsverlaufe dar. Einer der haufigsten Erreger dieser Superinfektionen, die vor
allem bei sehr jungen und alten Menschen auftreten, ist das Bakterium Streptococcus
pneumoniae. Essentiell bei der Erkennung von S. pneumoniae durch das angeborene
Immunsystem sind Inflammasome, welche als Caspase-1-enthaltende
Multiproteinkomplexe die Produktion der Zytokine IL-1B und IL-18 vermitteln. Es wird
angenommen, dass eine Beeintrachtigung des angeborenen Immunsystems durch die
Virusinfektion zur erhdhten Empfanglichkeit gegenuber der nachfolgenden
Pneumokokkeninfektion beitragt. In dieser Arbeit sollte die Hypothese getestet werden,
dass eine Influenzavirus-Infektion die Inflammasomantwort auf Pneumokokken negativ
beeinflusst.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Infektion mit Influenzavirus A die
Produktion der Inflammasom-abhangigen Zytokine IL-13 und IL-18 nach Superinfektion
mit S. pneumoniae in murinen Makrophagen hemmt. Diese Hemmung ist abhangig von
der Erkennung von Virus-RNA durch die Wirtszelle sowie der hierdurch induzierten Typ
| IFN-Produktion. Die Inhibition von IL-18 und IL-18 durch IFNB wird nicht durch
Repression der Genexpression von Inflammasombestandteilen und Uberwiegend nicht
durch Repression der Transkription von pro-IL-18 und pro-IL-18 bedingt, sondern ist
aller Wahrscheinlichkeit nach durch eine direkte Hemmung der Inflammasome
vermittelt.

Der Mechanismus dieser von IFNB ausgelbten Hemmung ist unabhangig von iNOS.
Daruber hinaus scheinen Autophagie und die Inflammasomregulatoren PSTPIP1,
POP1, Serpinala, MFGES8 und Birc3/clAP2 hierbei keine Rolle zu spielen. Moglich
erscheint, dass Birc2/clAP1 oder andere Molekule an der Hemmung der Inflammasome
durch IFNR beteiligt sind.

Zusammengenommen geben die Ergebnisse dieser Arbeit Hinweise darauf, dass die

Hemmung der Inflammasom-abhangigen antibakteriellen Immunantwort durch eine



Virus-RNA-vermittelte Typ | IFN-Produktion zu einer erhdhten Suszeptibilitat
Influenzavirus-infizierter Personen gegenuber Pneumokokken und anderen Bakterien

beitragt.



Abstract

3 — 5 million people worldwide suffer from severe illness due to infections with influenza
virus during the influenza pandemics every year in industrialized countries alone.
Detrimental bacterial superinfections on basis of the already existing infections with
influenza virus are the main reason for the high morbidity and mortality. One of the most
frequent pathogens that lead to such superinfections, especially in very young and older
individuals, is Streptococcus pneumoniae. Essential for the recognition of the pathogen
by the innate immune system are caspase-1-containing multiproteincomplexes called
inflammasomes which mediate the production of the proinflammatory cytokines IL-1p
and IL-18. It is assumed that a compromised innate immunity by the viral infection
contributes to the development of the postinfluenza pneumococcal disease. In this work
the hypothesis that an infection with influenza virus negatively affects the activity of the
inflammasomes after infection with S. pneumoniae was tested.

We could show that the infection with influenza virus A inhibits the production of the
inflammasome-derived cytokines IL-13 and IL-18 after superinfection with S.
pneumoniae in murine macrophages. This inhibition seems to depend on the
recognition of viral RNA and the subsequent induction of type | IFNs by the host cell.
The inhibition of IL-18 and IL-18 by IFNB does not occur through the repression of the
gene expression of inflammasome components and mostly not through the repression
of the transcription of the zymogan forms of IL-18 and IL-18 but rather through direct
inhibition of the inflammasomes.

The mechanism responsible for this IFNB-dependent inhibition does not involve iINOS
activity as stated before. Moreover, autophagy and the regulation of the known
inflammasome regulating proteins PSTPIP1, POP1, Serpinala, MFGE8 and
Birc3/clAP2 do not seem to play a role. However, it seems possible that Birc2/clAP1 or
other molecules could be involved in the inhibitory effect of IFNB on the
inflammasomes.

Altogether the results of this work indicate that the inhibition of the inflammasome-
dependent antibacterial immune response by the virus-RNA-mediated type | IFN
production leads to an increased susceptibility of influenza-infected people towards

pneumococci and other bacteria.



Abkilirzungen

Tabelle 1: Liste der Abkurzungen

Abb. Abbildung

AIM2 absent in melanoma 2

Alum Aluminiumhydroxid

ANOVA Varianzanalyse (analysis of variance)
ASC apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD
ATP Adenosintriphosphat

Bcel B-cell lymphoma

BIR baculovirus inhibitor repeat

Birc baculoviral IAP repeat-containing protein
BMMs bone marrow-derived macrophages
BSA bovines Serumalbumin

CAP community-aquired pneumonia
CARD caspase recruitment domain

CCL CC chemokine ligand

CD cluster of differentiation

cDNA kodierende DNA

clAP cellular inhibitor of apoptosis protein
CLR C-type lectin receptor

CO, Kohlenstoffdioxid

DAMP damage-associated molecular pattern
ddH,0O destilliertes Wasser

DED death effector-domain

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNase Desoxyribonuklease

dNS1 ohne NS1-Protein

dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate
dsDNA Doppelstrangige DNA




dsRNA

Doppelstrangige RNA

EAE experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

et al. et alia (und andere)

FCS fetales Kalberserum

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

GAS IFN-gamma-activated-sites

H2SO4 Schwefelsaure

HA Hamagglutinin

hBD humanes Beta-Defensin

HIN200 hematopoietic interferon-inducible nuclear antigens with 200 amino
acid repeats

HIV humanes Immundefizienz-Virus

HRP Meerrettichperoxidase

IFN Interferon

IFNAR Interferon-a/B Rezeptor

IgA Immunglobulin A

IL Interleukin

iINOS induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase

IRF interferon regulatory factor

ISG Interferon-stimuliertes Gen

ISRE interferon-stimulated response element

JAK Janus-Kinase

K" Kalium-lon

K63 Lysin an 63. Stelle des Ubiquitin-Proteins

KBE Kolonie-bildende Einheit

KC CXCL1 Chemokin

LC3 microtubule-associated protein 1 light chain 3

LeTx Milzbrandtoxin

LGP2 Laboratory of Genetics and Physiology 2

L-NMMA L-N®-Monomethylarginin

LP Lipoprotein




LPS

Lipopolysaccharid

LRR leucin-rich repeat

LTS Lipoteichonsaure

M2 Influenza M2-Membranprotein

mAb monoklonaler Antikorper

MAPK mitogen-activated proteinkinase

MARCO macrophage receptor with collagenous structure
MAVS mitochondrial antiviral-signaling protein

MCP-1 Monozyten chemotaktisches Protein-1

M-CSF macrophage colony-stimulating factor

MDA5 melanoma differentiation-associated protein 5
MFGES8 milk fat globule-EGF factor 8

MIP macrophage inflammatory protein 2

MOI multiplicity of infection

MmRNA messenger RNA

MS Multiple Sklerose

MyD88 myeloid differentiation primary response gene 88
n.s. statistisch nicht signifikant

NA Neuraminidase

NCR natural cytotoxity receptor

NET neutrophil extracellular trap

NF-«kB nuclear factor-kB

NK Naturliche Killerzelle

NKp natural killer cell related protein

NLR NOD-like receptor

NLRP3 NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3
NO Stickstoffmonoxid

NOD Nukleotidbindungs- und Oligomerisierungs-Domane
Nos2 nitric oxide synthase 2

NS1 non-structural protein 1

NS1-125 trunkiertes NS1-Protein mit den Aminosauren 1-125
ODe0o Optische Dichte bei 600 nm Wellenlange

p.i. post infectionem
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PAFr platelet-activating factor rezeptor

PAMP pathogen-associated molecular patterns

PBS phosphate-buffered saline

PBS*" phosphate-buffered saline mit Calcium und Magnesium
PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
PG Peptidoglykan

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase

PLSCR1 phospholipid scramblase 1

PLY Pneumolysin

poly I:C poly(Inosin:Cytosin)-Saure

POP1 pyrin-only protein 1

PRR pattern recognition receptor

PSTPIP1 proline-serine-threonine phosphatase-interacting protein 1
PYD Pyrin-Doméane

PYHIN Pyrin and HIN Domane-enthaltende Proteinfamilie
gRT-PCR Quantitative Echtzeit-PCR

Rac1 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1

RANTES regulated on activation, normal T cell expressed and secreted
RIG-I retinoic acid-inducible gene 1

RIP3 receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 3
RLR RIG-I-like receptor

RNA Ribonukleinsaure

ROS reaktive Sauerstoffspezies

RPMI Roswell Park Memorial Institute Medium

RQ Relative Quantitat

S. aureus Staphylococcus aureus

S. pneumoniae

Streptococcus pneumoniae

S.p. Streptococcus pneumoniae

SOCSH1 supressor of cytokine signalling-1

ssRNA einzelstangige RNA

STAT signal transducer and activator of transcription
STIKO Standigen Impfkommission des Robert Koch-Instituts
STING stimulator of interferon genes
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THY Todd-Hewitt Bouillon mit Hefeextrakt

TIR Toll/Interleukin-1-Rezeptor

TLR toll-like rezeptor

TMB 3,3',5,5"-Tetramethylbenzidin

TNFa Tumornekrosefaktor-a

TRIF TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f3
TRIM25 tripartite motif-containing protein 25

WHO Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization)
wt Wildtyp
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1 Einleitung

1.1 Streptococcus pneumoniae

1.1.1 Biologie

Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae, Pneumokokkus) ist ein lanzettformiges
grampositives, a-hamolysierendes Bakterium, welches typischerweise in Form von
Diplokokken vorkommt und regelmalig die Schleimhaute der oberen Atemwege des
Menschen kolonisiert. Es kann jedoch auch invasive Infektionen verursachen, zu denen
neben der Pneumonie auch die Meningitis und die Sepsis zahlen (Lynch und Zhanel,
2009).

Das ringférmige Genom des Bakteriums besteht je nach Serotyp und dessen Virulenz
aus 2 — 2,1 Millionen Basenpaaren, welche wiederum 1553 fur die Viabilitat des
Bakteriums essentielle Gene kodieren. Des Weiteren kodieren 154 Gene die einzelnen

Virulenzfaktoren der Pneumokokken (van der Poll und Opal, 2009).

Die 200 — 400 nm dicke Polysaccharidkapsel bildet die &auRerste Schicht des
Bakteriums und ist kovalent an die auReren Peptidoglykane der Zellwand gebunden
(Kadioglu et al., 2008).

Als erstes entdecktes nicht-Protein-Antigen, welches dazu in der Lage ist, eine
Antikdrperantwort hervorzurufen, determiniert die Kapsel die bisher Uber 90 bekannten
Serotypen des S. pneumoniae und stellt einen der Hauptvirulenzfaktoren dar (Lee et al.,
1991; Kadioglu et al., 2008; Ricci et al., 2013). Die Unabdingbarkeit der Kapsel in
Bezug auf die Virulenz des Erregers Iasst sich unter anderem daran erkennen, dass alle
klinischen Isolate von invasiven Pneumokokkeninfektionen bekapselt sind und der
Verlust der Kapsel durch Mutation oder enzymatische Degradation zu einer
dramatischen Reduktion der Invasivitat des Erregers im Tiermodell fuhrt (Hyams et al.,
2010).

Die meisten Kapseltypen besitzen anionische Polysaccharide und sind bei
physiologischem pH-Wert stark negativ geladen (Kadioglu et al., 2008). Diese negative

Ladung fuhrt zum einen dazu, dass der ebenfalls anionische Sialinsauren enthaltende
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Schleim des Wirtes durch elektrostatische Abstolung nicht am Bakterium haftet und
dieses dadurch vor dem mukozilidren Abtransport geschutzt ist. Zum anderen
beeintrachtigt die starke negative Ladung der Polysaccharide auch die Interaktionen mit
phagozytierenden Zellen und bewirkt somit einen relativen Schutz der Bakterien vor
diesen Abwehrzellen (Nelson et al., 2007; Kadioglu et al., 2008).

AuRerdem  verhindert die Kapsel effektiv. die  Opsonisierung  durch
Komplementbestandteile, das C-reaktive Protein und Immunglobuline, wobei sie
zusatzlich sterisch die Interaktion bereits gebundener Immunglobuline oder
Komplement-Bestandteile mit den fur die Phagozytose bzw. Aktivierung ndtigen
Rezeptoren und Strukturen verhindert (Kadioglu et al., 2008; Hyams et al., 2010).

Die Kapsel schutzt die Pneumokokken auf’erdem vor dem Festsetzen (trapping) durch
neutrophil extracellular traps (NETs), wobei eine auf der Pneumokokkenoberflache
exprimierte DNase eine zentrale Rolle einnimmt, indem sie das DNA-Geriust der NETs
zerstort (Wartha et al., 2007).

Ein weiterer wichtiger und potenter Virulenzfaktor ist das 52 kDa groRe Zytotoxin
Pneumolysin (PLY), das zur Familie der von grampositiven Bakterien synthetisierten
Cholesterin-abhangigen Zytolysine gehért und in 16 bekannten Proteinvarianten
vorkommt (Lock et al.,, 1996; Kadioglu et al., 2008). Das PLY der meisten
Pneumokokkenarten formt Oligomere mit bis zu 44 Untereinheiten, welche sich
wiederum als bis zu 260 A (26 nm) groRe Poren in die Cholesterin-enthaltenden
Zellmembranen des Wirtes integrieren und so ihren hamolytischen bzw. zytotoxischen
Effekt entfalten. PLY wird von beinahe allen klinischen Isolaten des S. pneumoniae
produziert (Tilley et al., 2005; Kadioglu et al., 2008). Interessanterweise existieren
jedoch auch klinische Isolate, die PLY-Varianten mit reduzierter oder gar fehlender
zytotoxischer Aktivitat produzieren (Jefferies et al., 2007).

PLY besitzt zudem auch unterhalb von zytolytischen Konzentrationen Wirkungen, zu
denen die Aktivierung des klassischen Weges des Komplementsystems, die Inhibition
des respiratory burst von Phagozyten, die Induktion von Zytokinsekretion und Apoptose
und die Verminderung der Motilitdt der Zilien des respiratorischen Epithels gehoren
(Hirst et al., 2004; Kadioglu et al., 2008; Mitchell und Mitchell, 2010).

PLY scheint sowohl fir das Uberleben der Pneumokokken im oberen und unteren
Respirationstrakt als auch fur die Invasion der Pneumokokken in das Gefal3system des

Wirtes eine wichtige Rolle zu spielen (Kadioglu et al., 2002; Hirst et al., 2004).
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Neben der Polysaccharidkapsel und PLY besitzt S. pneumoniae eine Reihe weiterer
Virulenzfaktoren wie Neuraminidasen, Hyaluronidase, Autolysin A, IgA1-Protease und
das Pneumokokken-Oberflachenantigen A, die zur Pathogenitat des Erregers beitragen
(Kadioglu et al., 2008).

1.1.2 Epidemiologie

S. pneumoniae ist weltweit der Hauptverursacher der ambulant erworbenen
Lungenentzindung (communitiy-acquired pneumonia, CAP), kann jedoch daruber
hinaus auch andere Erkrankungen wie Meningitis, Sepsis, Mittelohrentziindung und
Nasennebenhodhlenentzindung hervorrufen. Dabei ist die vorherige Etablierung eines
Tragerstatus zwingende Voraussetzung flr die Ausbildung einer invasiven
Pneumokokkeninfektion (Bogaert et al., 2004; Weinberger et al., 2008; van der Poll und
Opal, 2009).

Etwa 10% der gesunden erwachsenen Bevolkerung und 20 — 40% der gesunden Kinder
sind Trager von S. pneumoniae. In Kindertagesbetreuungs-Einrichtungen kdnnen sogar
Uber 60% der Kinder Trager des Erregers sein, was Kinder mit zum Hauptreservoir des
Erregers macht (Kadioglu et al., 2008; van der Poll und Opal, 2009). Aus dieser
(asymptomatischen) Tragerschaft von S. pneumoniae kénnen durch verschiedene
pradisponierende Faktoren die genannten invasiven Infektionen resultieren, nachdem
der Erreger in normalerweise sterile Teile des Korpers wie die Nasennebenhdhlen oder
das Mittelohr gelangt, in die Lunge aspiriert wird oder den Blutstrom erreicht (Kadioglu
et al., 2008; Lynch und Zhanel, 2009).

Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization, WHQO) im
Jahr 2005 ergaben, dass jahrlich etwa 1,6 Millionen Menschen an den Folgen von
Pneumokokkeninfektionen sterben, zu denen alleine 0,7 — 1,0 Millionen Kinder im Alter
von unter 5 Jahren gehdren (World Health Organization, 2007). In etwa 20% der
Pneumokokkenpneumonien bei Erwachsenen kann eine Bakteriamie diagnostisch
nachgewiesen werden. In diesen Fallen betragt die Letalitdt zwischen 10 und 30%
(Lynch und Zhanel, 2009).

Die Inzidenz der invasiven Pneumokokkeninfektion ist bei sehr jungen (unter 2 Jahren)

und sehr alten (ab 65 Jahren) Menschen, sowie bei Menschen mit Komorbiditaten (z. B.
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Influenza-Infektion, Diabetes mellitus), Immunschwachen (z. B. Asplenie, HIV-Infektion,
humorale Immundefekte) oder Alkohol- oder Nikotinabusus besonders hoch (Kadioglu
et al., 2008; Lynch und Zhanel, 2009).

1.1.3 Prophylaxe und Therapie

Die Standige Impfkommission (STIKO) des Robert Koch-Institutes empfiehlt die
Impfung aller Kinder im Alter von unter 24 Monaten mit einem Pneumokokken-
Konjugatimpfstoff. AulRerdem soll standardmaRig die einmalige Impfung von
Erwachsenen im Alter von Uber 60 Jahren sowie von Jugendlichen und Erwachsenen
mit erhdhter gesundheitlicher Gefahrdung infolge bestimmter Grundkrankheiten mit
einem Pneumokokken-Polysaccharidimpfstoff stattfinden (Robert Koch-Institut, 2013).
Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Impfung zwar die Besiedelung durch und
die Erkrankung an den in den Impfstoffen enthaltenen Serotypen vermindert, diese
Licke aber teilweise von anderen, nicht im Impfstoff enthaltenen Serotypen von S.
pneumoniae eingenommen werden kann. Diese nicht durch die Impfung erfassten
Serotypen sind potentiell ebenfalls dazu in der Lage, invasive Erkrankungen zu
verursachen (Kadioglu et al., 2008; Frazao et al., 2010).

Die Standardtherapie einer Pneumokokkeninfektion besteht in erster Linie aus der
Gabe von [B-Lactam-Antibiotika. Alternativ kdnnen auch Antibiotika aus den Gruppen
der Makrolide, Tetracycline, Fluorchinolone, Nukleosid-Analoga oder Glykopeptide
eingesetzt werden. Es ist jedoch zu beobachten, dass die Resistenzlage der
Pneumokokken hinsichtlich vieler eingesetzter Antibiotika zunimmt. Diese Tatsache
macht ein Verstandnis der tatsachlich zur Erkrankung mit Pneumokokken flhrenden
Mechanismen umso wichtiger, um die Entstehung der Erkrankung verhindern oder
neuartige Therapiemdglichkeiten entwickeln zu kdnnen (Hogberg et al., 2007; Kadioglu
et al., 2008; van der Poll und Opal, 2009; Hoffken et al., 2009).
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1.2 Influenza A Virus

1.2.1 Biologie

Derzeit sind drei verschiedene Influenzavirus-Gattungen bekannt, die alle zur Familie
der Orthomyxoviridae gehoren. Von den drei Gattungen verursachen die Influenzaviren
A und B regelmalig epidemische Krankheitsausbriche, wahrend das Influenzavirus C
nur sporadisch zu Erkrankungen fihrt (McCullers, 2006).

Das Kklinisch bedeutsamste Influenzavirus A besitzt ein aus acht Segmenten
bestehendes Genom aus negative-sense Einzelstrang-RNA (ssRNA), das bis zu 16
virale Proteine codiert (Hayashida et al., 1985; Schrauwen et al., 2013).

Auf seiner Oberflache befinden sich die Oberflachenproteine Hamagglutinin (HA) und
Neuraminidase (NA), die eine weitere Einteilung in Subtypen zulassen. Es existieren 18
bekannte Hamagglutinin- (H1-18) und 11 bekannte Neuraminidase-Subtypen (N1-11),
nach welchen eine Einteilung nach dem Schema HxNx erfolgt (McCullers, 2006; Zhu et
al., 2012; Tong et al., 2013).

Das Influenzavirus bindet Uber sein Hamagglutinin Sialinsaure-haltige Rezeptoren an
der Oberflache von Wirtszellen und wird daraufhin durch Endozytose von der Zelle
aufgenommen. Nachfolgend kann die virale Membran mit der Membran des Endosoms
fusionieren und die virale ssRNA wird zusammen mit viralen Proteinen ins Zytoplasma
der Zelle freigesetzt. Nach dem Transport der ssRNA in den Zellkern der Wirtszelle
finden hier die Amplifikation der RNA und Transkription in mRNA statt. Die amplifizierte
RNA wird zusammen mit den tber die mRNA synthetisierten viralen Proteinen verpackt
und Neuraminidase-abhangig in Form von Virionen freigesetzt. Der gesamte
Replikationszyklus dauert je nach Virus- und Zelltyp zwischen 6 und 16 Stunden
(Ludwig et al., 2003; Ballinger und Standiford, 2010).

Wahrend des Replikationszyklus des Influenzavirus entsteht als Nebenprodukt
doppelstrangige RNA (dsRNA) (Guillot et al., 2005; Zinzula und Tramontano, 2013). Die
relativ ungenaue virale RNA-Polymerase ohne Proofreading-Fahigkeit bedingt eine
hohe genetische Variabilitdt des Virus, wobei dieser Mechanismus als Antigendrift
bezeichnet wird (Guillot et al., 2005; McCullers, 2006).

Aufgrund der Tatsache, dass das Genom des Influenzavirus segmentiert ist, kann es
zudem zum Phanomen des Reassortment kommen. Dieses Phanomen bezeichnet den

Austausch einzelner Gensegmente zwischen den Virus-Subtypen bei gleichzeitiger
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Infektion einer Wirtszelle durch verschiedene Influenzavirus-Subtypen. Dieser Prozess
wird im evolutionaren Kontext auch Antigenshift genannt. Durch diese Mechanismen
kénnen sich die Influenzaviren sehr rasch gravierenden Anderungen unterziehen
(McCullers, 2006; Schrauwen et al., 2013).

Humanpathogene Stamme des Influenzavirus A befallen in der menschlichen Lunge
vornehmlich Typ Il Pneumozyten, in denen sie dann replizieren. Sie infizieren jedoch

auch Alveolarmakrophagen (Weinheimer et al., 2012).

1.2.2 Epidemiologie und Therapie

Das Influenzavirus A zirkuliert hauptsachlich in Menschen, Schweinen und Vogeln,
wobei das primare Reservoir in Wasservogeln liegt (Vahlenkamp und Harder, 2006;
Weinheimer et al.,, 2012). Jahrlich kommt es zu Epidemien, die durch Grippeviren
verursacht werden (McCuller, 2006).

Die zur Zeit klinisch bedeutsamsten Subtypen des Influenzavirus A sind H1 und H3,
obwohl auch H2, H5, H6, H7 und H9 eine Bedrohung hinsichtlich einer pandemischen
Ausbreitung darstellen (Schrauwen et al., 2013). Speziell der Subtyp H3N2 hat in den
vergangenen Jahren einen Grofdteil der saisonalen Grippeepidemien verursacht und
stellt somit zurzeit die Hauptursache der Grippemorbiditat und —mortalitat dar (Russell
et al., 2008).

Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation gehen davon aus, dass allein in
Industrielandern jahrlich 3 — 5 Millionen Menschen wahrend der Grippeepidemien unter
einem schweren Krankheitsverlauf leiden und dies in 250.000 — 500.000 Fallen zum
Tode fuhrt (Stéhr, 2003; McCullers, 2006).

In den Vereinigten Staaten erkranken jahrlich 5 — 20% der Bevdlkerung an Grippe, was
alleine hier etwa 30.000 Todesfalle verursacht (Robinson et al., 2013).

Es wird davon ausgegangen, dass in Ost- und Sldostasien eine kontinuierliche
Zirkulation an Grippeviren existiert, von wo aus es in der Folge regelmafig weltweit zu
einer Ausbreitung der Erreger kommt. Aufgrund der engen Reise- und
Handelsbeziehungen dieser Region mit Ozeanien, Nordamerika und Europa kann sich
das Virus zlgig in diese Gegenden ausbreiten, wobei es nur zu geringfugigen

genetischen Veranderungen im Vergleich zu den urspringlichen Viren kommt. Erst spat
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im weiteren Verlauf kommt es zur Ausbreitung nach Sildamerika, wo die
Erkrankungswelle schlieBlich verebbt (Russell et al., 2008).

Prinzipiell existieren drei verschiedene mogliche Ursachen, an einer Influenza-Infektion
zu versterben. Ist die primare Infektion mit dem Influenzavirus virulent genug, so kann
diese allein zum Tode des infizierten Individuums flhren. Liegen bereits chronische
Vorerkrankungen von Herz, Lunge oder Stoffwechsel vor, so kann es durch die
Grippeerkrankung zur Exazerbation der bereits bestehenden Erkrankung kommen, was
wiederum ebenfalls zum Tode fUhren kann. Eine weitere und mit Sicherheit nicht zu
vernachlassigende Moglichkeit ist eine sekundare bakterielle Infektion, die durch die
vorangegangene Virusinfektion begunstigt wird und nicht selten letal endet (McCullers,
2006).

Die standige Impfkommission des Robert Koch-Institutes empfiehlt die jahrliche Impfung
im Herbst aller Personen ab 60 Jahren sowie zusatzlich bestimmter Personengruppen
wie Schwangeren, chronisch Kranken, Immundefizienten und Personen mit erhdhter
Gefahrdung durch besondere Exposition mit einem attenuierten Influenza-
Lebendimpfstoff (Robert Koch-Institut, 2013).

Zur Therapie der Influenzainfektion stehen verschiedene Virustatika zur Auswahl,
welche aber aufgrund der teilweise recht schlechten Vertraglichkeiten nur bei schweren
Verlaufen und bei Risikopersonen empfohlen werden. Der M2-Inhibitor Amantadin ist
lediglich  gegen Influenza-A-Viren wirksam und es wird eine rasche
Resistenzentwicklung beobachtet. Die Neuraminidase-Inhibitoren Zanamivir und
Oseltamivir wirken gegen Influenza A und B, jedoch werden auch bei Oseltamivir
zunehmend Resistenzen beobachtet: das durchschnittliche Niveau lag bereits im Jahr
2008 bei etwa 15% (Hoffken et al., 2009).

1.3 Epidemiologie und klinische Relevanz der Superinfektion mit

S. pneumoniae nach stattgehabter Influenzainfektion

In den Jahren 1918 bis 1920 zog eine Influenza A/H1N1-Pandemie, die als ,Spanische
Grippe® betitelt wird, Schatzungen zufolge mindestens 40 — 50 Millionen Tode nach
sich. Ursachlich fur die meisten Todesfalle war damals allerdings nicht die

Influenzainfektion allein, sondern sekundare bakterielle Infektionen, die im Zeitalter vor
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der Entdeckung und dem dadurch mdglichen Einsatz von Antibiotika noch
gravierendere Folgen hatten als heutzutage (Johnson und Mueller, 2002; McCullers,
2006; Morens et al., 2008).

Die ,Schweinegrippe“-Pandemie im Jahr 2009 wurde ebenfalls durch ein Influenza-A-
Virus des Subtyps H1N1 hervorgerufen und verursachte etwa 300.000 Todesfalle,
wobei (berraschend viele jlingere Patienten betroffen waren. Uber die Halfte der
Todesfalle war auch hier durch sekundare bakterielle Infektionen bedingt (Ballinger und
Standiford, 2010; Chertow und Memoli, 2013).

Bakterielle Superinfektionen verkomplizieren etwa 0,5% der Influenzainfektionen bei
jungen und ansonsten gesunden Individuen und mindestens 2,5% der Falle bei alteren
oder pradisponierten Menschen, was sie bei ihrer hohen Erkrankungsinzidenz zur
Hauptursache von schweren Krankheitsverlaufen und letalen Ausgangen bei
epidemischen und pandemischen Grippewellen macht (Chertow und Memoli, 2013;
Robinson et al.,, 2013; Smith et al., 2013). Zu den haufigsten Erregern dieser
sekundaren Bakterieninfektionen zahlen Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus
aureus und Haemophilus influenzae (Metzger und Sun, 2013; Smith et al., 2013).

Von den Koinfektionen betroffen sind in der Regel sehr junge und alte Patienten,
Schwangere und Patienten mit bestimmten Vorerkrankungen. Jedoch muss auch
bereits die Kolonisierung des Nasopharynx mit Streptococcus pneumoniae als
Risikofaktor flr einen schweren Krankheitsverlauf im Rahmen einer Influenzainfektion
angesehen werden, der moglicherweise den Tod zur Folge hat (Chertow und Memoli,
2013).

Die Virustiter im Verlauf einer Influenzainfektion erreichen in der Regel nach 3 — 5
Tagen ihr Maximum, wonach die Titer wieder sinken und die Infektion nach etwa 10 —
12 Tagen uberstanden sein sollte. Die groRte Anfalligkeit gegenuber bakteriellen
Superinfektionen hingegen wird um den 7. Tag nach der Primarinfektion herum
beobachtet. Sie liegt somit in der Zeit, in der es bereits zum Abfallen der Virustiter
kommt, und halt etwa eine Woche lang an (Chertow und Memoli, 2013; Metzger und
Sun, 2013).

Die Mechanismen, die im Rahmen einer viralen Infektion zu dieser erhdhten Anfalligkeit
gegenuber bakteriellen Superinfektionen flhren, sind bisher nur unzureichend

aufgeklart (siehe unten).

20



1.4 Das Immunsystem

1.4.1 Das angeborene Immunsystem

Das Immunsystem wird klassischerweise in das angeborene und das adaptive
Immunsystem unterteilt. Der adaptive Teil des Immunsystems ist zwar spezifischer,
bendtigt allerdings einige Zeit, um suffizient auf eindringende Pathogene reagieren zu
kénnen. Das angeborene Immunsystem hingegen kann sehr schnell auf eindringende
Erreger reagieren und stellt somit die erste Barriere des Wirtes gegenuber
Krankheitserregern dar. Die beiden aus didaktischen Grunden kunstlich voneinander
unterschiedenen Teile des Immunsystems agieren dabei jedoch nicht unabhangig
voneinander, sondern interagieren miteinander. Formen des phylogenetisch sehr alten
angeborenen Immunsystems existieren wahrscheinlich in  den allermeisten
multizellularen Organismen (Medzhitov und Janeway, 2000a, b).

Im Grunde gibt es zwei verschiedene Verteidigungsmechanismen eines Wirtes
gegenuber von auflen eindringenden Pathogenen — Kkonstitutiv vorhandene und
induzierbare:

Zu den konstitutiven Mechanismen zahlen die Barrierefunktionen der Korperoberflachen
und Schleimhdute sowie verschiedene antimikrobielle Peptide und das Enzym
Lysozym, welche permanent durch Oberflachenepithelzellen oder Immunzellen
produziert werden (Medzhitov und Janeway, 2000a, b; Benincasa et al., 2009).

Die Aktivierung des induzierbaren Teils des angeborenen Immunsystems fuhrt Gber
verschiedene Signalwege rasch zur Ausschittung verschiedener Zytokine und
Chemokine und der Invasion von Phagozyten und somit zur Induktion einer
Entzindungsreaktion, die zur Eradikation des auslosenden Erregers fuhren kann.
Zudem fuhrt die Aktivierung des angeborenen Immunsystems auch zur Initiierung der
adaptiven Immunantwort (Medzhitov und Janeway, 2000b; Kumar et al., 2011).

Die Erkennung von mikrobiellen Pathogenen geschieht hierbei Uber eine Reihe
Keimbahn-kodierter Rezeptoren, welche als Mustererkennungsrezeptoren (pattern
recognition receptors, PRRs) bezeichnet werden (Medzhitov und Janeway, 2000a;
Kumar et al., 2011; Franchi et al., 2012).

Die Anzahl der bekannten, an der angeborenen Immunantwort beteiligten Rezeptoren
und ihrer Liganden wachst standig an (Kumagai und Akira, 2010). Sie werden in

verschiedene Proteinfamilien eingeteilt: Toll-ahnliche Rezeptoren (toll-like receptors,

21



TLRs), C-Typ Lektinrezeptoren (c-type lectin receptors, CLRs), Retinsaure-
induzierbares Gen-l-ahnliche Rezeptoren (retinoic acid-inducible gene I-like receptors,
RLRs) und NOD-ahnliche Rezeptoren (NOD-like receptors, NLRs) (Takeuchi und Akira,
2010). Daruber hinaus spielen zytosolische DNA-Sensoren wie das der PYHIN-Familie
angehorende HIN200-Protein AIM2 (absent in melanoma 2) oder die cGMP-AMP
Synthase (cGAS) eine wichtige Rolle in der angeborenen Immunantwort auf DNA-Viren
sowie Bakterien (Fang et al., 2011; Bhat und Fitzgerald, 2013).

Viele PRRs werden nicht nur auf Immunzellen, sondern auch auf nicht-professionellen
Zellen der Abwehr wie Epithelien, Endothelien und Fibroblasten exprimiert und sind
entweder an den Plasmamembranen der Zelloberflachen, in Endosomen oder im
Zytoplasma lokalisiert. Somit kdnnen sie sowohl extrazellular als auch intrazellular als
Wachter fur Zeichen einer Infektion fungieren (Medzhitov, 2007; Takeuchi und Akira,
2010; Rathinam et al., 2012).

PRRs erkennen konservierte mikrobielle Molekile, sogenannte Pathogen-assoziierte
molekulare Muster (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs). Diese PAMPs
haben gemeinsam, dass sie in vielen Fallen nur von Mikroorganismen produziert
werden oder in der entsprechenden Lokalisation nur im Rahmen einer Infektion
vorkommen. Dieses Prinzip lasst eine Unterscheidung zwischen fremd und selbst zu.
Zudem sind PAMPs in der Regel Molekiile, die fir das Uberleben der Mikroorganismen
von entscheidender Bedeutung sind, und es handelt sich bei PAMPs haufig um
Molekile mit invarianten konservierten Strukturen, die jeweils bei ganzen
Erregerklassen vorzufinden sind. Beispiele solcher PAMPs sind bakterielle
Lipopolysaccharide, Lipoteichonsauren, Peptidoglykane, bakterielle DNA und virale
dsRNA (Medzhitov und Janeway, 2000b).

Neben den mikrobiellen (exogenen) PAMPs erkennen PRRs jedoch auch endogene
Molekule, die durch Zellschaden freigesetzt werden. Diese Molekile werden dann als
Schaden-assoziierte molekulare Muster (damage-associated molecular patterns,
DAMPs) bezeichnet (Takeuchi und Akira, 2010).

Bei der Stimulation des angeborenen Immunsystems Uuber PRRs kommt es rasch zur
Ausschuttung diverser Zytokine und Chemokine wie Interleukin (IL)-1B, IL-6, Interferon
(IFN)-a/B, KC und MCP-1, welche benachbarte Immun- und nicht-Immunzellen
stimulieren, Zellen der Immunabwehr rekrutieren und das adaptive Immunsystem
regulieren (Opitz et al., 2010; Koppe et al., 2012b). Rekrutierte und aktivierte Zellen wie

neutrophile Granulozyten oder Makrophagen bekampfen gemeinsam mit aktivierten
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Epithelzellen die ausléosenden Erreger z. B. mittels Phagozytose, der Sekretion
antimikrobieller Peptide wie humanem p-Defensin-2 (hBD-2) und -3 (hBD-3), der
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und der Errichtung von NETs
(Papayannopoulos und Zychlinsky, 2009; Scharf et al., 2012).

Ebenfalls zum angeborenen Immunsystem zahlt das Komplementsystem, welches
durch das Binden von I6slichen, im Serum befindlichen Antikdrpern oder Lektinen (z. B.
Mannan-bindendes Lektin) an Oberflachenstrukturen von Mikroorganismen aktiviert

wird und zur Lyse und Phagozytose derselben fuhrt (Ali et al., 2012).

1.4.2 Pattern Recognition Receptors

1.4.2.1 Toll-like Receptors

Die TLRs gehdren zu den am besten erforschten PRRs und sind fur das Erkennen von
Pathogenen aulRerhalb von Zellen und in Endolysosomen zustandig. Sie bestehen aus
einer (extrazellularen) N-terminalen Region mit Leucin-reichen Wiederholungen (leucin-
rich repeats, LRRs), welche fur die Erkennung der jeweiligen PAMPs notwendig ist,
einer Transmembrandomane und der fur die Aktivierung der nachgeschalteten
Signalwege bedeutsamen intrazellularen Toll/Interleukin-1-Rezeptor (TIR)-Domane
(Takeuchi und Akira, 2010).

Im Menschen sind 10 verschiedene TLRs bekannt, in der Maus dagegen 12, wobei sich
die TLRs 1 bis 9 in beiden Spezies funktionell ahneln. Ein zum Menschen analoger
TLR10 existiert in der Maus nicht. Diese besitzt jedoch im Gegenzug die TLRs 11, 12
und 13 (Kumar et al., 2011).

Die TLRs 1, 2, 4, 5, 6 und 11 sind an der Plasmamembran der Zelloberflache lokalisiert
und detektieren extrazellulare PAMPs, wohingegen sich die TLRs 3, 7, 8, 9 und 10 an
den Membranen von Endolysosomen befinden (Takeuchi und Akira, 2010; Kumar et al.,
2011).

TLRs erkennen sowohl bakterielle, virale, fungale und protozoale als auch kérpereigene
Strukturen (Kumar et al., 2011). Die TLRs 1, 2, 4, 5, 6, 7 und 9 dienen der Erkennung
von Bakterien, wobei TLR2 die Peptidoglykane und Lipoteichonsauren grampositiver

Bakterien erkennt (Schwandner et al., 1999; Kumar et al., 2011).
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Die TLRs 3, 7, 8 und 9 erkennen verschiedene Nukleinsauren z. B. viralen Ursprungs,
wobei TLR3 dsRNA, TLR7 ssRNA und TLR9 unmethylierte CpG-haltige Strukturen
registriert. Nach dem Binden eines geeigneten Liganden formieren sich die TLRs zu
Homo- oder Heterodimeren und aktivieren daraufhin ihre nachgeschalteten Signalwege
(Takeuchi und Akira, 2010; Kumar et al., 2011).

Es werden TIR-Domanen enthaltende Adaptermolekile wie MyD88, TRIF, TIRAP oder
TRAM zum Rezeptor rekrutiert, welche wiederum verschiedene Transkriptionsfaktoren
wie NF-kB (nuclear factor-kB) oder IFN-regulatorischer Faktor (IFN regulatory factor,
IRF) 3/7 oder nachgeschaltete Kinasen wie die mitogenaktivierten Proteinkinasen
(mitogen-activated protein kinases, MAPKs) aktivieren, um die Produktion
proinflammatorischer Zytokine oder Typ | IFNs zu induzieren (Medzhitov und Janeway,
2000a, b; Kumar et al., 2011).

1.4.2.2 NOD-like Receptors

Es existieren zurzeit 23 bekannte NLRs im Menschen und etwa 34 in der Maus, die
eine Vielzahl an Liganden erkennen konnen (Kumar et al., 2011). NLRs sind im
Zytoplasma lokalisiert und werden von vielen Zelltypen, einschliel3lich Immun- und
Epithelzellen, exprimiert (Franchi et al., 2009).

NLRs bestehen aus mehreren Domanen. Die C-terminale Domane enthalt mehrere
LRRs und dient in vielen Fallen der (indirekten) Erkennung von PAMPs oder DAMPs.
Zentral gelegen befindet sich die Nukleotidbindungs- und Oligomerisierungs-Doméane
(NOD), welche der durch die jeweiligen Liganden induzierten ATP-abhangigen
Oligomerisierung und Bildung des aktivierten Rezeptorkomplexes fur die Initierung der
nachgeschalteten Signalwege dient. N-terminal liegen entweder eine Caspase-
Rekrutierungsdomane (CARD), eine Pyrin-Domane (PYD), Baculovirus inhibitorische
Wiederholungen (baculovirus inhibitor repeats, BIRs), eine saurehaltige Domane oder
eine Todes-Effektor-Domane (death effector-domain, DED), welche jeweils die
nachgeschalteten Protein-Protein-Interaktionen vermitteln (Franchi et al., 2009; Kumar
et al., 2011; Franchi et al., 2012).

Die strukturellen Unterschiede betreffend den N-Terminus bedingen grundlegend
unterschiedliche Funktionen der NLRs. Einige NLRs wie NOD1 und NOD2 induzieren
Uber den Transkriptionsfaktor NF-kB und Uber MAPK die Produktion von
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proinflammatorischen Zytokinen. Viele PYD- und BIR-enthaltende NLRs scheinen
hingegen diese Funktion nicht inne zu haben, sondern bilden stattdessen zusammen
mit anderen Molekllen sogenannte Inflammasome (Schroder und Tschopp, 2010;
Takeuchi und Akira, 2010; Kumar et al., 2011).

Inflammasome sind Multiproteinkomplexe, die nach ihrer Aktivierung die proteolytische
Spaltung des Zymogens pro-Caspase-1 in die enzymatisch aktive Form der Caspase-1,
einem Tetramer bestehend aus je zwei 10- und 20 kDa-Ketten, vermitteln (Schroder
und Tschopp, 2010). Die aktive Form der Caspase-1 wiederum spaltet die Zymogene
pro-IL-1B und pro-IL-18 in die proinflammatorisch aktiven Formen IL-18 und IL-18 und
ermoglicht deren Sekretion durch einen bislang noch unbekannten Mechanismus
(Franchi et al., 2009; Schroder und Tschopp, 2010; dos Santos et al., 2012). Hierbei
fungieren die NLR- und nicht-NLR-haltigen Inflammasomkomponenten durch
Oligomerisierung als Plattform, welche die raumliche Nahe verschiedener pro-Caspase-
1-Moleklle herstellt, sodass es zur autoproteolytischen Spaltung und somit zu einer
Selbstaktivierung der Cysteinproteasen kommen kann (Franchi et al., 2009; Schroder
und Tschopp, 2010; Kumar et al., 2011).

Neben der Funktion als Regulator der Zytokinproduktion steuern Inflammasome uber
Caspase-1 auch eine Pyroptose genannte proinflammatorische Form des
programmierten Zelltodes (Franchi et al., 2012).

Inflammasome bestehen in der Regel aus einem Mitglied der NLR- oder der PYHIN-
Familie, dem Adaptermolekil apoptosis-associated speck-like protein containing a
CARD (ASC) und pro-Caspase-1 (Schroder und Tschopp, 2010; Rathinam et al., 2012).
Das NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3)-Inflammasom setzt
sich aus dem NLRP3-Protein, dem Adapterprotein ASC und der pro-Caspase-1
zusammen und wird neben PAMPs und DAMPs auch durch Fremdkoérper oder
verschiedene Kristalle aktiviert. Zu den Aktivatoren zahlen neben PLY, Nigericin und
ATP somit auch Asbest, Harnsaurekristalle und Aluminiumhydroxid. Der genaue
Mechanismus, durch den das NLRP3-Inflammasom seine Aktivatoren erkennt, ist nach
wie vor unklar, zumal es keine Beweise daflr gibt, dass NLRP3 seine Aktivatoren direkt
bindet (Kumar et al., 2011; Witzenrath et al., 2011; Rathinam et al., 2012).

Bekannt ist, dass K'-Efflux, mitochondriale ROS und die Destabilisierung von
Phagolysosomen durch die Aufnahme grofRer Partikel oder Kristalle zur Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms fiihren, wobei der K'-Efflux fir die Aktivierung des NLRP3-

Inflammasoms durch alle bekannten Agonisten grundlegend erscheint (Rathinam et al.,
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2012; Munoz-Planillo et al., 2013). Neben seiner proinflammatorischen Rolle scheint
das NLRP3-Inflammasom auch eine wichtige Rolle bei der Antikdrperproduktion durch
B-Zellen und der Aufrechterhaltung der epithelialen und endothelialen Barrieren der

Lunge zu spielen (Kumar et al., 2011; Witzenrath et al., 2011).

1.4.2.3 RIG-I-like Receptors

Die Familie der RLRs besteht aus den drei Mitgliedern RIG-I (retinoic acid-inducible
gene ), MDA5 (melanoma differentiation-associated protein 5) und LGP2 (laboratory of
genetics and physiology 2) und dient der Erkennung viraler RNA (Takeuchi und Akira,
2010).

Die zytoplasmatisch lokalisierten RLRs bestehen aus N-terminalen CARDs fur das
nachgeschaltete Aktivieren von Signalwegen, welche jedoch bei LGP2 nicht vorhanden
sind, einer DEAD box Helikase Domane flur die Ligandenbindung und —erkennung und
einer C-terminalen regulatorischen Domane (Takeuchi und Akira, 2010; Kumar et al.,
2011).

Aktivierung der RLRs RIG-I, z. B. durch Influenzaviren, und MDA5 flhrt Uber das
Adapterprotein MAVS zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren IRF3 und NF-kB, die
wiederum Typ | IFNs, proinflammatorische Zytokine sowie nachgeschaltet IFN-
stimulierte Gene (ISGs) induzieren (Takeuchi und Akira, 2010; Kumar et al., 2011).
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1.4.3 Die angeborene Immunantwort auf S. pneumoniae
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Abbildung 1: Uberblick Uiber die verschiedenen PRRs, welche die Erkennung von S. pneumoniae
vermitteln. Extrazellulare Zellwandkomponenten wie z. B. Lipopeptide (LP), sowie méglicherweise
PLY werden durch TLR2 bzw. TLR4 erkannt. Nach Phagozytose der Pneumokokken werden diese
verdaut und wahrscheinlich bakterielle DNA und Peptidoglykan (PG) freigesetzt. Die freigesetzte
DNA wird durch den endolysosomalen TLR9 erkannt oder gelangt PLY-abhéangig ins Zytosol, wo sie
das AIM2-Inflammasom und weitere DNA-Sensoren aktiviert. PGs gelangen ebenfalls PLY-abhangig
ins Zytosol und aktivieren hier NOD2. Die TLRs und NOD2 fiihren MyD88-vermittelt zur Aktivierung
von NF-kB, was die Induktion verschiedener Zytokine und Chemokine wie TNFa, IL-6, MIP-2, MCP-
1, KC und pro-IL-1f auslést. Die Freisetzung von IL-13 ist zusatzlich abhéngig von der Aktivierung
des AIM2- und NLRP3-Inflammasoms durch bakterielle DNA oder PLY-abhéngigen K'-Efflux,
woraufhin die so aktivierte Caspase-1 die Spaltung der Zymogene pro-IL-138 und pro-IL-18 in die
reifen Zytokine IL-1B und IL-18 durchfiihrt. Die Aktivierung eines noch unbekannten zytosolischen
DNA-Sensors fihrt Uber das Adapterprotein STING und die Aktivierung von IRF3 zur Freisetzung
von Typ I IFN.

Das angeborene Immunsystem erkennt S. pneumoniae mittels verschiedener PRRs, zu
denen TLRs, NLRs und zytosolische DNA-Sensoren zahlen.

Lipoproteine (LP) der Zellwand der Pneumokokken werden durch TLR2, unmethylierte
CpG-Motive enthaltende Pneumokokken-DNA durch endolysosomalen TLR9 und PLY
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maoglicherweise durch TLR4 erkannt. Diese TLRs veranlassen, zum Teil zusammen mit
ihrem Korezeptor CD14, MyD88- und NF-kB-abhangig die Produktion von u. a. TNFa,
pro-IL-1B, IL-6, KC und MIP-2. KC und MIP-2 stimulieren nachfolgend die Rekrutierung
von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen (Lee et al., 2007; Dessing et al.,
2008; Koppe et al., 2012b).

Nach Phagozytose der Bakterien durch Makrophagen, dem Verdau der Bakterien in
Lysosomen und einer mdglicherweise PLY-abhangigen Translokation von
Peptidoglykanfragmenten in das Wirtszytosol wird zudem der NLR NOD2 aktiviert.
NOD2 initiiert ebenfalls eine NF-kB-abhangige Produktion proinflammatorischer
Zytokine und Chemokine (Opitz et al., 2004; Davis et al., 2011; Koppe et al., 2012b).

Der NLR NLRP3 und das PYHIN-Protein AIM2 sind ebenfalls an der Erkennung von S.
pneumoniae beteiligt. PLY ist hierbei essentiell fur die Caspase-1-abhangige Sekretion
der aktiven Formen von IL-1B8 und IL-18 (McNeela et al., 2010; Fang et al., 2011;
Witzenrath et al., 2011; Koppe et al., 2012b). Die PLY-abhangige Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms in Makrophagen und dendritischen Zellen ist wahrscheinlich
abhangig von einem K'-Efflux aus der Zelle (Witzenrath et al., 2011). Der ebenfalls
zytosolische Rezeptor AIM2 erkennt hingegen DNA der Pneumokokken, welche
wahrscheinlich nach Phagozytose und lysosomalem Verdau der Bakterien sowie PLY-

abhangigen Poren der Phagolysosomen ins Wirtszellzytosol gelangt (Fang et al., 2011).

Zusatzlich zur AIM2-abhangigen Detektion scheint Pneumokokken-DNA noch durch
einen weiteren Erkennungsmechanismus detektiert zu werden. Dieser Mechanismus ist
abhangig von einem noch unbekannten zytosolischen PRR und dem Adaptermolekul
STING (stimulator of interferon genes) und aktiviert Uber den Transkriptionsfaktor IRF3
die Produktion von Typ | IFNs. Auch diese zytosolische DNA-Erkennung ist abhangig
von PLY und reguliert die Produktion verschiedener weiterer Entzindungsmediatoren
(Fang et al., 2011; Koppe et al., 2012a, b).

S. pneumoniae aktiviert jedoch nicht nur PRRs, sondern fuhrt auch zur
antikdrperabhangigen und —unabhangigen Aktivierung des Komplementsystems, was
nachfolgend zur Lyse der Bakterien, zur Chemotaxis von Immunzellen, zur
Phagozytose des Erregers und zur Differenzierung von B-Zellen des adaptiven

Immunsystems fuhrt (Ali et al., 2012).
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Die Aktivierung der diversen PRRs und die Produktion proinflammatorischer Zytokine
und Chemokine wie IL-1B, IL-18, IL-6, TNFa, KC, MIP-2 oder MCP-1 sowie die
Aktivierung des Komplementsystems bedingen die Rekrutierung und Aktivierung von
neutrophilen Granulozyten und Makrophagen sowie ortsansassiger Zellen wie
Epithelien, regulieren das adaptive Immunsystem und fUhren so zur Abwehr der
Pneumokokken. Die zur IL-1-Familie gehdrigen Zytokine IL-1f und IL-18 besitzen
hierbei eine Schlusselfunktion und spielen eine essentielle Rolle bei der Abwehr der
Pneumokokkeninfektion (Opitz et al., 2010; Ali et al., 2012; Koppe et al., 2012b).
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1.4.4 Die angeborene Immunantwort auf das Influenza A-Virus
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Abbildung 2: Uberblick tber die verschiedenen PRRs, die an der Erkennung von Influenzavirus A
beteiligt sind. Virale ss- und dsRNA wird im Zytosol der Wirtszelle vor allem durch RIG-I erkannt,
wobei die Erkennung MAVS-abhangig zur Aktivierung von IRF3 und NF-kB flhrt. Virale RNA in
spaten Endosomen wird Uber TLR3 und TLR7/8 erkannt, wodurch TRIF- bzw. MyD88-abhangig
ebenfalls NF-kB und IRF3 aktiviert werden. Die Aktivierung von IRF3 fuhrt zur Induktion von Typ |
IFN, die Aktivierung von NF-kB zur Induktion verschiedener Zytokine und Chemokine wie IL-6, IL-8,
IL-12, TNFa, MIP-1a/B, CCL2 und pro-IL-183, wobei das reife IL-1f erst nach aktivierender Spaltung
des Zymogens durch Caspase-1 freigesetzt wird. Reife Caspase-1 entsteht durch die Aktivierung
eines ASC-enthaltenden Inflammasoms durch das Influenzavirus.

Das angeborene Immunsystem erkennt und reagiert auf das Influenzavirus A auf
verschiedenen Wegen. Gelingt es dem Virus, die angeborenen Barrieren des
Respirationstraktes wie die I6slichen Mucine, Agglutinine oder Collectine, welche die
Viren neutralisieren und zu ihrer Beseitigung fihren wirden, zu Uberwinden, so kann es
Wirtszellen wie Alveolarepithelzellen oder Alveolarmakrophagen infizieren (White et al.,
2008; Ichinohe et al., 2009).

In infizierten Zellen wird die virale RNA durch RIG-I erkannt. RIG-I wiederum initiiert

eine Signalkaskade, die Uber das Adapterprotein MAVS die Aktivierung der
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Transkriptionsfaktoren IRF3 und NF-kB bewirkt (Pichimair et al., 2006; Mibayashi et al.,
2007; Opitz et al., 2007).

Nach der Freisetzung viraler RNA in spaten Endosomen wird diese hier auch durch
PRRs der Familie der TLRs erkannt. Eine Rolle spielen hierbei TLR3 und TLR7/8,
welche TRIF- bzw. MyD88-abhangige Signalkaskaden anstol3en, was letztendlich
ebenfalls zur Aktivierung von NF-kB und IRF3 beitragt (McGill et al., 2009; Kumar et al.,
2011). NF-kB und IRF3 wiederum induzieren als Transkriptionsfaktoren im Zellkern die
Expression proinflammatorischer Zytokine und Chemokine wie pro-IL-1p, IL-6, IL-8, IL-
12, TNFa, MIP-1a/p oder CCL2 bzw. der Typ | Interferone IFNa und IFNB (Stasakova et
al., 2005; White et al., 2008; McGill et al., 2009). Die Aktivierung der verschiedenen
TLRs scheint hierbei zellspezifisch zu sein. Konkret ist fir TLR7 bekannt, dass er vor
allem in plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDCs) nach Erkennung von ssRNA Typ |
IFNs induziert. TLR3 hingegen agiert vor allem in respiratorischen Epithelzellen und
tragt so zur Verteidigung gegen die Influenzaviren bei (White et al., 2008).

Durch Aktivierung des RIG-I/MAVS-Signalweges werden auch Typ Il IFNs (IFNA)
induziert, welche Uber ihre Rezeptoren ahnlich Typ | IFNs ebenfalls zur Aktivierung von
ISGs fuhren und vor allem in Lungenepithelzellen eine wichtige Rolle einzunehmen
scheinen (Crotta et al., 2013).

Wahrend die Zytokine und Chemokine weitere Immunzellen wie Makrophagen oder
neutrophile Granulozyten aktivieren bzw. rekrutieren, welche u. a. apoptotische
virusinfizierte Zellen phagozytieren kdnnen, fuhrt die Sekretion der potenten antiviralen
Typ | IFNs zum Erlangen eines antiviralen Status in angrenzenden Wirtszellen (White et
al., 2008; McGill et al., 2009). Die Typ | Interferone IFNa und IFNB agieren mittels des
IFN-a/B Rezeptors (IFNAR) und fihren nach Bindung an ihren Rezeptor Janus-Kinasen
(JAK)-abhangig zur Bildung von STAT1/STAT1-Homodimeren, die wiederum als
Transkriptionsfaktoren im Zellkern an IFN-gamma-aktivierte Stellen (/IFN-gamma-
activated-sites, GAS) in Promoterregionen von IFN-stimulierten Genen (ISG) binden,
oder zur Bildung von STAT1/STAT2-Heterodimeren, welche gemeinsam mit IRF9 an
IFN-stimulierten Antwortelementen (/IFN-stimulated response elements, ISRE) in
Promoterregionen von ISGs binden (Decker et al., 2005). Die Aktivierung diverser ISGs
fuhrt zur Expression verschiedenster Genprodukte, die sich wiederum auf die
Immunabwehr diverser Bakterien und Viren auswirken. Hierzu zahlen z. B. Viperin,
RANTES, IFNa, IRF9 und ISG15 (Fitzgerald, 2011; Koppe et al., 2012a; Durbin et al.,
2013).
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Die Influenzaviren besitzen als wichtigen Virulenzfaktor und Mechanismus zur
Immunevasion das nicht-strukturelle Protein 1 (non-structural protein 1, NS1), welches
als potenter Antagonist der Typ | IFN-Produktion fungiert, indem der intrazellulare
Signalweg zur Induktion der IFNs inhibiert wird. So wurde lange geglaubt, dass dieser
Antagonismus hauptsachlich von einer Interaktion des NS1-Proteins mit viraler dsRNA
herrthrt, jedoch scheint dies auch malfdgeblich in einer Interaktion von NS1 mit TRIM25
(tripartite motif-containing protein 25) begrundet. Die Interaktion von NS1 mit TRIM25
fuhrt zu einer Inhibition der Ubiquitinylierung von RIG-I und verhindert so unter anderem
Uber die verminderte Bindung von MAVS die Aktivierung der RIG-l-abhdngigen
antiviralen Signalwege. Zusatzlich besitzt das NS1-Protein die Fahigkeit, die Expression
und Reifung zellularer mMRNAs Uber verschiedene Mechanismen zu behindern (Wolff
und Ludwig, 2009). Zudem wird die virusinduzierte Apoptose der infizierten Zelle
verzogert (Stasakova et al., 2005).

Diese Inhibition von Typ | IFN durch das NS1-Protein wurde vor allem in vitro
nachgewiesen. In vivo kommt es durch die Zelltyp-abhangige Antwort auf die
Influenzaviren z. B. durch pDCs auch durch Wildtyp-Viren zu einer IFN-Induktion, da
diese hier durch TLR7 bedingt ist und somit die NS1-vermittelte Inhibition von RIG-I und

der nachfolgenden IFN-Induktion nicht wie oben genannt greift (Jewell et al., 2007).

Die Erkennung von Influenzaviren durch das Immunsystem aktiviert zudem
Inflammasome, was zur Sekretion der fur die Abwehr der Virusinfektion wichtigen
Zytokine IL-1B und IL-18 fUhrt. Es konnte gezeigt werden, dass fur die erfolgreiche
Abwehr einer Influenzainfektion zwar ASC, Caspase-1 und der Interleukin-Rezeptor IL-
1R von Néten sind, NLRP3 jedoch entbehrlich ist (Stasakova et al., 2005; Ichinohe et
al., 2009). Dennoch ist bekannt, dass auch das NLRP3-Infammasom durch die
Influenzainfektion aktiviert wird, wobei der protonenselektive M2-lonenkanal des Virus
diese Aktivierung zu verursachen scheint (Ichinohe et al., 2010). Neben NLRP3 scheint
es somit moglicherweise ein weiteres ASC-abhangiges Inflammasom zu geben,
welches die virusabhangige Sekretion von IL-18 und IL-18 steuert (Ichinohe et al.,
2009).

Letztlich spielen auch naturliche Killerzellen (NK) als Lymphozyten des angeborenen

Immunsystems eine wichtige Rolle bei der Abwehr einer Influenzainfektion. Sie
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erkennen Uber ihre naturlichen Zytotoxizitatsrezeptoren (natural cytotoxity receptors,
NCR) NKp44 und NKp46 die viralen Hamagglutinine auf infizierten Zellen wie
dendritischen Zellen und werden hierdurch aktiviert, sodass sie ihr zytotoxisches
Potential entfalten und inflammatorische Zytokine wie TNFa, MIP-1a und IFNy
produzieren kénnen (White et al., 2008; McGill et al., 2009).

1.5 Ziel der Arbeit

Bakterielle Superinfektionen kommen in einer relevanten Anzahl der (pandemischen)
Influenzainfektionen vor. Dies betrifft vor allem Kinder und altere Menschen, wobei die
Superinfektionen als Hauptursache schwerer (evtl. hospitalisierungs- oder sogar
intensivpflichtiger) Krankheitsverldufe gelten, die nicht selten letal enden. Einer der
haufigsten Erreger dieser Superinfektion im Verlauf oder als Folge einer bereits
weitestgehend Uberstandenen Grippeerkrankung ist das grampositive Bakterium S.
pneumoniae (Chertow und Memoli, 2013; Smith et al., 2013).

Die Mechanismen, welche die erhdhte Anfalligkeit gegenlber bakteriellen
Superinfektionen bedingen, sind bislang noch unvollstandig verstanden und umfassen
wahrscheinlich verschiedene Einflisse des Virus auf den Wirtsorganismus sowie das
antibakterielle Abwehrsystem (Tian et al., 2012). Arbeiten unserer Arbeitsgruppe sowie
anderer Forschungsgruppen konnten zeigen, dass Inflammasome eine wichtige Rolle in
der Abwehr der Pneumokokkeninfektion spielen (McNeela et al., 2010; Fang et al.,
2011; Witzenrath et al., 2011; Koppe et al., 2012b).

Aufbauend auf diesen Uberlegungen sollte die Hypothese getestet werden, dass eine
Influenza A-Virusinfektion die Inflammasomantwort auf eine Pneumokokkeninfektion
inhibiert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen dazu beitragen, ein besseres Verstandnis uber die
Rolle des angeborenen Immunsystems bei der Entstehung der postinfluenza-

Pneumokokkeninfektion zu erhalten.
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2 Material und Methoden

2.1 Erreger

2.1.1 Kultur von S. pneumoniae

Die Zellen in den hier gezeigten in vitro-Experimenten wurden mit S. pneumoniae
Serotyp 2 Stamm D39 infiziert. Die Bakterien wurden bei -80°C in THY-Nahrbouillon (30
g/l Todd-Hewitt Bouillon mit 5 g/l Hefeextrakt) mit 10% Glycerin gelagert.

Vor den Infektionsversuchen wurden die Pneumokokken bei 37°C und 5% CO, auf
Columbia-Agar mit 5% Schafblut kultiviert. Nach der veranschlagten Zeit von 12 — 15 h
nach dem Ausstreichen der Bakterien auf den Agarplatten wurden Einzelkolonien bis zu
einer ODggp (optische Dichte bei 600 nm Wellenlange) von 0,03 — 0,06 in THY-Bouillon
Uberfiihrt. Eine ODeggo von 1,0 entspricht dabei 10° KBE/ml. Die Fliissigkultur wurde
sodann bei 37°C und 5% CO; fur 2,5 — 3,5 h inkubiert, bis die Bakteriensuspension eine
ODeoo zwischen 0,2 und 0,4 erreichte, was der Phase des logarithmischen Wachstums
entspricht. Die Bakterien wurden nach Erreichen dieser Phase bei 2700 g zentrifugiert,
um sie zu pelletieren. Nachdem das Pellet in blankem RPMI 1640 Medium
resuspendiert wurde, konnten die jeweilig vorgesehenen Verdinnungen vorbereitet und
die Zellen mit den Bakterien infiziert werden. Fir mRNA-Expressionsanalysen und
Messungen der Proteinkonzentrationen im Zellkulturiberstand wurden die Zellen fur 7 —
16 h infiziert.

2.1.2 Influenza A-Virus

In den hier gezeigten Superinfektionsversuchen wurden Virusmutanten des Influenza A-
Virus (Stamm A/Puerto Rico/8/1934 H1N1) mit fehlendem (dNS1) bzw. trunkiertem
NS1-Protein (NS1-125) eingesetzt. Diese Viren wurden uns freundlicherweise von Dr.
Thorsten Wolff (Robert-Koch-Institut, Berlin) bereitgestellt. Die in Huhnereiern

kultivierten Viren wurden bei -80°C gelagert.
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2.2 Mause

Die verwendeten murinen Wildtyp-, IFN A-Rezeptor-Knockout (IFNAR”')- und NO-
Synthase-Knockout (iNOS™)-Mauslinien waren allesamt auf C57BL/6-Hintergrund. Die
Mause fiir die Isolation von Knochenmarkszellen der IFNAR"-Mause wurden von Dr.
Uwe Klemm (Max-Planck-Institut fur Infektionsbiologie, Berlin) bereitgestellt. Die
Knochen zur Isolation von iNOS™-Zellen stammen von Dr. Stephen Reece und Alexis

Vogelzang (Max-Plack-Institut fur Infektionsbiologie, Berlin).

2.3 Kultur von murinen Zellen
2.3.1 Kultur von murinen Fibroblasten

Murine  L929-Fibroblasten wurden zur Produktion von Monozytenkolonien-
stimulierendem Faktor (macrophage colony-stimulating factor, M-CSF) verwendet. Die
Zellen wurden in RPMI 1640 + 10% FCS + 45 mM L-Glutamin in T175-
Zellkulturflaschen ausgesat. Nach Erreichen von Konfluenz wurden die Zellen zehn
Tage lang bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Nach diesem Zeitraum wurde das nun M-
CSF-haltige Medium steril-filtriert und bis zur Verwendung in 50 ml Aliquots bei -80°C
gelagert.

2.3.2 Isolation und Kultur von murinen aus Knochenmarkszellen

differenzierten Makrophagen

Humerus, Femur und Tibia getoteter Wildtyp- bzw. Knockout-Mause wurden
herausprapariert und je einmal in 70% Ethanol und RPMI 1640 Medium gewaschen.
Nach dem Uberfiihren in 20 ml frisches RPMI 1640 wurden die Knochen in einem
sterilen Morser aufgebrochen. Die entstandene Zellsuspension mit Knochenstlcken
wurde durch einen 70 um-Zellfilter gelassen und anschlieend 10 min bei 150 g

zentrifugiert.
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Das Zellpellet wurde sodann in FCS mit 10% DMSO resuspendiert, zu 10" Zellen/ml
aliquotiert und in einem Einfrierbehalter schrittweise bei -80°C eingefroren. Die

Lagerung erfolgte in flissigem Stickstoff.

Um die aus Knochenmarkzellen differenzierten Makrophagen (bone marrow-derived
macrophages, BMMs) zu kultivieren, wurden einzelne Aliquots aufgetaut und in ,BMM
Growth Medium“ (RPMI 1640 + 20% FCS + 30% L929 Fibroblasten-Uberstand (siehe
2.3.1) + 4,5 mM L-Glutamin + 100 pg/ml Penicillin/Strepomycin) Uberfuhrt. Nach dem
Zentrifugieren und Pelletieren der Zellen bei 230 g fur 10 min wurden die Zellen in 20 ml
frischem BMM Growth Medium resuspendiert und auf zwei Optilux-Petrischalen
aufgeteilt. Nach vier Tagen wurden jeweils 10 ml frisches BMM Growth Medium
hinzugefugt. Konfluenz erreichten die Zellen nach 7 — 10 Tagen.

Um die Zellen auf Zellkulturplatten auszusaen, wurden sie in kaltem PBS mit 2 mM
EDTA von der Petrischale abgeschabt, in ,BMM Replating Medium* (RPMI 1640 + 10%
FCS + 15% L929 Fibroblasten-Uberstand + 4,5 mM L-Glutamin) gewaschen und nach
erneutem Resuspendieren in BMM Replating Medium bei einer Konzentration von
4x10° Zellen/ml in die Vertiefungen von Zellkulturplatten ausgeséat. Nach Inkubation von
mindestens 1 h oder Uber Nacht bei 37°C und 5% CO, konnten die Zellen fur die

Experimente verwendet werden.

2.4 Molekularbiologie
2.4.1 RNA-Aufreinigung

Die RNA-Aufreinigung erfolgte mittels des ,PerfectPure™ RNA Cultured Cell Kit*
(5Prime) nach dem Protokoll des Anbieters einschlieBlich des Verdaus der
genomischen DNA. Zur Isolation der RNA wurden die Zellkulturiberstande entfernt und
400 pl Lysepuffer (Lysis solution) zu den Zellen hinzugegeben. Bis zur Aufreinigung der
RNA wurden die Zelllysate bei -20°C gelagert. Zu Beginn der Aufreinigung wurden die
Lysate auf- und abpipettiert, um alle Zellen vom Boden zu lésen und vollstandig zu
lysieren, bevor die Aufreinigungssaulchen mit den Lysaten beladen wurden. Es folgte
ein Zentrifugationsschritt bei 16000 g und Raumtemperatur fur 1 min, nach welchem die
Saulchen mit 400 pl Waschlésung 1 (Wash 1 solution) beladen und bei 16000 g
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gewaschen wurden. Die Aufreinigungssaulchen wurden nun in ein neues
Sammelréhrchen Uberfuhrt. In der Zwischenzeit wurde die lyophilisierte DNase mit 2,6
ml DNase-Puffer (DNase buffer solution) angesetzt und auf Eis gelagert. Pro Saulchen
wurden 50 uyl DNase hinzugegeben und fur 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Sodann wurden 200 pl DNase-Waschlosung (DNase wash solution) hinzugegeben und
1 min bei 16000 g zentrifugiert. Mit weiteren 200 pyl DNase-Waschlosung wurde
nochmals fir 2 min zentrifugiert. Nach dem Uberfiihren der Aufreinigungssaulchen in
neue Sammelrohrchen wurde zum Waschen mit 200 yl Waschlosung 2 (Wash 2
solution) erst 1 min und mit weiteren 200 pl Waschlésung 2 nochmals 2 min bei 16000
g zentrifugiert. Nachdem die Saulchen ein letztes Mal in neue Sammelréhrchen
Uberfuhrt wurden, wurde mit 50 pl Elutionslésung (Elution solution) wiederum 1 min bei
16000 g zentrifugiert. 10 ul RNA wurden fur die Transkription zu cDNA verwendet, die
restliche RNA wurde bei -80°C gelagert.

2.4.2 Transkription von aufgereinigter RNA zu cDNA

Das Umschreiben von RNA zu cDNA erfolgte mittels des ,High Capacity Reverse
Transcription Kit” (Applied Biosystems). Ein Mastermix aus 4,2 pl ddH20, 2 ul ,Reverse
Transcription buffer*, 2 ul ,Random Primers®, 0,8 pl dNTPs und 1 ul ,Reverse
Transcriptase“ pro Reaktion wurde vorbereitet und 10 yl Mastermix wurden mit 10 pl
der einzelnen Proben auf dem Schuttelmixer vermischt und anschlieBend auf den
Boden des Reaktionsgefalles herunterzentrifugiert.

Die Rdhrchen wurden fur die Reaktion fir 10 min bei 25°C, dann fur 2 h bei 37°C und
abschliellend fur 5 s bei 85°C im Thermocycler inkubiert. Nach dem Umschreiben
wurden die einzelnen Proben jeweils 1:5 mit 80 pl ddH,O verdinnt und die cDNA bei
-20°C gelagert.

2.4.3 Quantitative real time-PCR

Die relative mRNA-Expression wurde mittels quantitativer Echtzeit-PCR (quantitative

real time-PCR, qRT-PCR) ermittelt. Die gewonnene cDNA (siehe 2.4.2) wurde auf Eis

aufgetaut. In der Zwischenzeit wurde ein Mastermix aus pro Ansatz 12,5 pl ,Gene
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Expression Master Mix“ (10-fach konzentriert), 1,25 ul ,Tagman Assay* (selbst

designed oder Uber Applied Biosystems bezogen, 20-fach konzentriert) und 6,25 pl

ddH20 hergestellt, von welchem jeweils 20 ul mit 5 ul der jeweiligen Proben-cDNA pro

Vertiefung der Platte vermischt wurden. Zur Normalisierung der Daten wurde GAPDH

als interne Referenz mitgefuhrt. Die Konzentration der Oligonukleotide in den Tagman

Assays betrug 18 nmol/ml fur die Forward- und Reverse-Primer und 5 nmol/ml fur die

Sonden. Die Annealing-Temperatur aller Assays lag bei 60°C.

Tabelle 2: Primer fiir die qRT-PCR

Gen Forward Reverse Sonde (5’-Fam-TAMRA-3’)

GAPDH TGTGTCCGTCGTG | CCTGCTTCACCAC | CCGCCTGGAGAAACCTG
GATCTGA CTTCTTGA CCAAGTATG

IFNG AGAAAGGACGAAC | TCCGTCATCTCCA | ATGGAAAGATCAACCTCA
ATTCGGAAA TAGGGATCTT CCTACAGGGCG

Caspase-1 | GGGACCTATGTGA | GCTGATGGAGCTG | AAGGGCCCCAGGCAAGC
TCATGTCTCTAAA | ATTGAAGCT CAA

ASC TGACAGTGCAACT | TGAGATCTATGGC | CTATGGGCGCATCCCAC
GCGAGAAG GTCCATCTG GCG

Applied Biosystems Assay-ID

IL-18 MmO00434228 m1
IL-18 MmO00434225 m1
Nirp3 MmO00840904 m1
Aim2 MmO01295719_m1
Pstpip1 MmO00803222_m1
Pop1 MmO01137543 _m1
Serpinala | Mm02748447 g1

Mfge8 MmO00500549 m1
Birc2 MmO00431811_m1
Birc3 MmO01168413_m1
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2.4.4 ELISA

Die Konzentrationen von IL-18, IL-18 und TNFa im Zellkulturiberstand wurden mittels
Sandwich-ELISA bestimmt. IL-1B und TNFa wurden mit den von eBioscience
kommerziell erhiltlichen ,Mouse IL-1 beta ELISA Ready-SET-Go!® und ,Mouse TNF
alpha ELISA Ready-SET-Go!®™ den Anleitungen des Herstellers folgend bestimmit.

Fir den IL-18 ELISA wurden 96-well-ELISA-Platten Uber Nacht bei 4°C mit 0,5 pg/mi
»2Anti-IL-18 (Mouse) mAb“ (MBL International) beschichtet und nachfolgend mit PBS mit
0,5% Tween 20 gewaschen. Anschlielfend wurde mit 3% BSA in PBS fir 1 h bei
Raumtemperatur geblockt und im Anschluss wiederum gewaschen. In der Zwischenzeit
wurde eine Standardkurve von 2000 pg/ml bis 31,25 pg/ml mit ,Recombinant Mouse IL-
18“ (MBL International) in 1% BSA in PBS vorbereitet und zusammen mit den Proben
aufgetragen. Nach 2 h Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde erneut gewaschen
und der Detektionsantikorper ,Anti-IL-18 (Mouse) mAb-Biotin“ 1:4000 in 1% BSA in PBS
verdunnt aufgetragen. Nach weiteren 2 h Inkubation mit anschlieBendem Waschschritt
wurde flr 20 min mit 1:250 in 1% BSA in PBS verdinnter ,Avidin HRP* (eBioscience)
inkubiert und erneut grundlich gewaschen. Nach Inkubation mit ,TMB Substrate
Reagent‘ (BD Biosciences) wurde die Farbreaktion mit H,SO4 (2N) gestoppt und die

Extinktion bei 450 nm Wellenlange (mit Korrektur bei 540 nm) bestimmt.

2.5 Zellbiologie
2.5.1 Inhibitoren/Stimulatoren

Die BMMs wurden entsprechend der Indikation 12 oder 20 h vor der Infektion mit IFN3
(5, 50, 100 oder 500 U/ml), IFNy (100 U/ml), poly I:C (0,0025, 0,025, 0,1 oder 0,25
ug/ml), PamsCSKs (50 ng/ml) oder L-N®-Monomethylarginin (L-NMMA; 1 mM)
behandelt. LY294002 (25 uM) wurde bei Gebrauch sowohl 30 min vor der Infektion als
auch wahrend der Infektion eingesetzt. Die Stimulation mit Nigericin (5 uM) erfolgte fur
60 min.
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2.5.2 Infektionen

2.5.2.1 Infektion mit S. pneumoniae

Es wurden verschiedene MOI bei der Infektion mit Pneumokokken eingesetzt (0,025
und 2,5). Nach der bereits beschriebenen Vorbereitung (siehe 2.1.1) der kultivierten
Pneumokokken wurden diese in RPMI 1640 entsprechend verdinnt und die Zellen mit
ihnen entweder in RPMI 1640 oder bei Vorinfektion mit Influenza A-Virus in ,Flu
Medium® (RPMI + 0,2% BSA + 1% L-Glutamin) infiziert und daraufhin bei 37°C und 5%
COs; fur 7 h (RNA-Expression) oder 16 h (ELISA und RNA-Expression) inkubiert.

2.5.2.2 Infektion mit Influenza A-Virus

Fir die Infektion mit Influenza A-Virus wurden die bei -80°C gelagerten Viren auf Eis
aufgetaut und die am Vorabend ausgesaten Zellen mit PBS gewaschen. Die Viren
wurden in PBS** + 0,2% BSA verdiinnt und die Zellen wurden mit 1 und 8 MOI Viren
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 45 min wurden die Zellen mit PBS**
Flu Medium zu den Zellen gegeben und bei 37°C und 5% CO, fUr 7 h bis zur

Superinfektion mit S. pneumoniae inkubiert.

gewaschen,

2.6 Statistische Analyse

Die Daten wurden mittels der Statistiksoftware GraphPad Prism, Version 4.02,
ausgewertet. Die Normalverteilung der Proben wurde mit dem ,D’Agostino and Pearson
Omnibus Normality“-Test getestet. Normal verteilte Proben wurden mittels ANOVA mit
nachfolgendem ,Bonferroni post-hoc-Test analysiert. Die Analyse nicht normal
verteilter Proben erfolgte mit dem ,Kruskal-Wallis“-Test mit nachfolgendem ,Dunn’s
post-hoc“-Test. Statistische Ausreiller wurden mit dem Ausreilertest nach Grubbs
ermittelt und aus der statistischen Analyse ausgeschlossen.

In den Grafiken dargestellt sind das arithmetische Mittel und der Standardfehler.
Statistische Signifikanzen sind folgenermalien dargestellt: n.s. = nicht signifikant, * = p
<0.05, ** =p<0.01, ™ =p<0.001.
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2.7 Reagenzien und Gerate

Tabelle 3: Reagenzien (alphabetisch)

Anti-1L-18 (Mouse) mAb MBL International
Anti-1L-18 (Mouse) mAb-Biotin MBL International

Avidin HRP eBioscience

Bacto Yeast Extract BD Biosciences

BSA (Albumin, from bovine serum) Sigma Aldrich

Columbia Agar + 5% Schafblut BD Biosciences

DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma Aldrich

EDTA Fluka (Sigma Aldrich)
Ethanol J.T. Baker

FCS (Fetal Bovine Serum Gold) PAA

Glycerin Merck

H2SOy4, 96% Roth

L-Glutamin (GlutaMAX) gibco (Life Technologies)
L-NMMA Cayman Chemical
LY294002 InvivoGen

mIFNR PBL interferon source
mIFNy ImmunoTools

Nigericin (Sodium Salt) Calbiochem (Merck)
Pam3;CSKy EML microcollections GmbH
PBS (Dulbecco’s PBS, steril) PAA

PBS (PBS Dulbecco, unsteril) Biochrom AG

PBS** (Dulbecco’s PBS +Ca +Mg, steril) gibco (Life Technologies)
Penicillin/Streptomycin Biochrom AG

Poly I:C Invitrogen

gPCR Primer/Sonden (selbst designed) metabion

Recombinant Mouse IL-18 MBL International

RPMI 1640 gibco (Life Technologies)
TMB Substrate Reagent BD Biosciences

Todd Hewitt Broth Sigma Aldrich



Tween 20

Tabelle 4: Kits
Mouse IL-1B8 ELISA Ready-SET-Go!®
Mouse TNFa ELISA Ready-SET-Go!®

Gene Expression Master Mix
High Capacity Reverse Transcription Kit
PerfectPure RNA Cultured Cell Kit

Tagman gene expression assays

Sigma Aldrich

eBioscience

eBioscience

Applied Biosystems
Applied Biosystems
5Prime

Applied Biosystems

Tabelle 5: Gerate und Sonstiges (alphabetisch)

7300 Real Time PCR System
BioPhotometer

ELISA-Platten (Maxisorp)
ELISA-Plattenleser MR5000

Kuvetten (Polystyrol)

Mikroskop IMT-2

non-tissue culture treated dishes Optilux
Sprout Minizentrifuge

Sterilfilter (Rapid-Flow Filter Unit 0,2um)
T175 Zellkulturflaschen

Thermocycler PTC-200

Vortexmischer VV3

Zellfilter (Cell Strainer, 70um)
Zellkulturplatten (Tissue culture plates)
Zellschaber (Cell Scraper, 25 cm)
Zentrifuge 5417R

Zentrifuge ROTANTA 460R

Applied Biosystems
Eppendorf

Nunc (Thermo Scientific)
Dynatech

Sarstedt

Olympus

BD Biosciences

Biozym

Nalgene (Thermo Scientific)
BD Biosciences

MJ Research

VWR

BD Biosciences

BD Biosciences

Sarstedt

Eppendorf

Hettich (Thermo Scientific)
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3 Ergebnisse

3.1 Vorherige Infektion mit Influenza A-Virus inhibiert die

Sekretion von IL-1B8 nach S. pneumoniae-Infektion

Aufbauend auf den oben aufgefihrten Uberlegungen, dass eine (abklingende)
Influenza-Infektion einen wichtigen Risikofaktor fur eine schwere Pneumokokken-
Pneumonie darstellt (Chertow und Memoli, 2013), dass die zugrundeliegenden
Mechanismen noch nicht vollstandig geklart sind und dass Inflammasome zentral an
der antibakteriellen Abwehr gegen die Pneumokokken beteiligt sind (Koppe et al.,
2012b; Tian et al., 2012), wurde im Folgenden im Zellkulturmodell untersucht, ob
Influenza A-Viren die Inflammasom-Antwort auf Pneumokokken beeinflussen.

BMMs wurden mit S. pneumoniae (D39) koinfiziert, nachdem sie 7 h zuvor mit den
Influenza A-Virusmutanten dNS1 und NS1-125 in verschiedenen Dosen vorinfiziert
worden waren. Die hierbei verwendeten Virusmutanten mit fehlendem bzw. verklrztem
NS1-Protein fanden aus der Hypothese heraus ihre Verwendung, dass Typ | IFNs bei
der Interaktion zwischen der Influenzainfektion und der verminderten Abwehrfahigkeit
gegen Pneumokokken eine zentrale Rolle spielen. Das NS1-Protein fuhrt jedoch
bekannterweise in vitro zu einer starken Restriktion der Induktion von Typ | IFN (Geiss
et al., 2002), was vor allem in den ersten 48 h der Infektion eine Rolle spielt (Li et al.,
2012), sodass flur eine suffiziente IFN-Antwort Mutanten ohne ein funktionelles

inhibitorisches NS1-Protein eingesetzt wurden.
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Abbildung 3: Influenza A-Infektion reduziert die Sekretion von IL-1B als Antwort auf eine
nachfolgende Infektion mit S. pneumoniae. Wildtyp-BMMs wurden 7 h nach Infektion mit Influenza
A-Virusmutanten (dNS1, NS1-125; MOI 1 und 8) mit S. pneumoniae (D39; MOI 2,5) koinfiziert. Nach
16 h wurden mittels ELISA die IL-1B- und TNFa-Konzentrationen im Zellkulturiiberstand (A, C) und
per gqRT-PCR die mRNA-Level von IFNB und pro-IL-1B in den Zelllysaten (B, D) bestimmt. Die
gezeigten Daten wurden in drei voneinander unabhangigen Versuchen in Triplikaten erhoben und
wie beschrieben statistisch analysiert.

Die Infektion mit S. pneumoniae allein fuhrte zur Sekretion von IL-13 durch die BMMs.
War jedoch zuvor mit Influenza A-Virus infiziert worden, so zeigte sich eine Reduktion
des sekretierten IL-13 im Zellkulturiberstand (Abb. 3A). Dieser inhibitorische Effekt auf
die IL-1B-Sekretion nach S. pneumoniae-Infektion durch Influenza A wies vor allem bei
Infektion mit der Virusmutante dNS1 eine Dosisabhangigkeit auf, wobei sich nach
héherer Influenza-Infektionsdosis weniger IL-18 im Uberstand messen lieR (Abb. 3A).

Die Untersuchung der Genexpression von IFNB auf mRNA-Ebene ergab, dass die

Infektion mit S. pneumoniae eine Induktion von IFNB stimulierte und dass die vorherige
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Infektion mit Influenza A-Virusmutanten und Pneumokokken diese IFNB-Induktion
verstarkte (Abb. 3B). Auch hier war eine Abhangigkeit von der Infektionsdosis der
Influenzainfektion erkennbar. Im Vergleich der Abbildungen 3A und 3B deutet sich an,
dass die Induktion von IFNB negativ mit der Produktion von IL-1B zu korrelieren scheint
(Abb. 3A, B).

Die Untersuchung der Konzentration des Zytokins TNFa im Zelliberstand unter
denselben Voraussetzungen erbrachte, dass es auch hier durch Infektion mit S.
pneumoniae zu einer Produktion des Zytokins kam (Abb. 3C). Die vorausgehende
Infektion mit Influenza A-Viren hatte jedoch keinen Einfluss auf die durch S.
pneumoniae stimulierte TNFa-Produktion (Abb. 3C).

Die Produktion von IL-1B ist abhangig von der Transkription von pro-IL-1f und der
nachfolgenden Prozessierung von pro-IL-1B in reifes IL-1B (Schroder und Tschopp,
2010). Um zu klaren, ob die eingeschrankte Produktion von pro-IL-18 fur den
inhibitorischen Effekt der Influenza-Infektion auf die Sekretion von IL-1B verantwortlich
ist, wurde die Genexpression von (pro-) IL-1B untersucht. Infektion mit S. pneumoniae
allein fihrte zur Induktion von pro-IL-13-mRNA. Die vorherige Infektion mit Influenza A-
Viren hatte keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die durch S. pneumoniae
induzierte pro-IL-13-mRNA-Expression (Abb. 3D).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine vorherige Infektion mit Typ | IFN-
stimulierenden Influenza A-Viren zwar die IL-1B-Produktion, nicht jedoch die Expression
von pro-IL-1B in  Makrophagen inhibiert, die durch eine nachfolgende

Pneumokokkeninfektion stimuliert wird.
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3.2 Vorherige Stimulation von BMMs mit poly 1:C oder IFNB
inhibiert die Sekretion von IL-18 und IL-18 nach Infektion mit

S. pneumoniae in Abhangigkeit von IFNAR
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Abbildung 4: poly I:C und IFNf inhibieren die durch Pneumokokken aktivierte IL-13- und IL-18-
Sekretion. Wildtyp- und IFNAR"-BMMs wurden (iber Nacht mit poly I:C (2,5, 25, 250 ng/ml; A, B)
oder IFNB (5, 50, 500 U/ml; C, D) stimuliert und nachfolgend mit S. pneumoniae (D39; MOI 0,025)
infiziert. Nach 16 h wurden mittels ELISA die Konzentrationen der Zytokine IL-13 (A, C) und IL-18
(B, D) in den Zelliberstanden bestimmt. Die gezeigten Daten wurden jeweils in drei voneinander
unabhangigen Experimenten in Triplikaten erhoben und wie oben beschrieben statistisch untersucht.
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Um eine Beeinflussung des Inflammasoms durch Erkennung viraler RNA und
Produktion von Typ I IFN zu testen, wurden das dsRNA-Analogon poly I:C und das Typ
| Interferon IFN direkt anstelle der Vorinfektion mit Influenza getestet.

Zuerst wurden Wildtyp- und IFNAR"-BMMs (ber Nacht mit verschiedenen Dosen poly
I:C stimuliert und am darauffolgenden Tag mit S. pneumoniae (D39) infiziert (Abb. 4A,
B). Die S. pneumoniae-Infektion fiihrte sowohl in Wildtyp- als auch in IFNAR"-BMMs in
vergleichbaren MalRen zur Sekretion von IL-13. Wurden die BMMs jedoch zuvor mit
poly I:C stimuliert, so fuhrte diese Stimulation bei den Wildtyp-Zellen dosisabhangig zur
Verminderung des ausgeschutteten IL-13 (Abb. 4A). Im Gegensatz dazu hatte poly I:C
keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die durch Pneumokokken aktivierte IL-1[3-
Ausschiittung in IFNAR-BMMs.

Die Analyse von IL-18 im Zellkulturiberstand der mit poly |:C behandelten und
nachfolgend mit S. pneumoniae infizierten BMMs zeigt einen ahnlichen Effekt. S.
pneumoniae allein vermag in beiden Zelltypen die IL-18-Produktion zu induzieren (Abb.
4B), die Vorstimulation mit poly I:C jedoch bewirkt in den Wildtyp-, nicht jedoch in
IFNAR"-BMMs vor allem in héheren Dosen eine fast vollstandige Hemmung der
bakteriell stimulierten IL-18-Produktion (Abb. 4B).

Nach Vorstimulation von Wildtyp- und IFNAR"-BMMs mit IFNB vor der jeweiligen
Infektion mit S. pneumoniae zeigt sich ein &hnliches Bild wie bei der oben
beschriebenen Vorstimulation mit poly I:C. In den Wildtyp-BMMs kommt es abhangig
von der eingesetzten Dosis an IFNB zu einer starken Verminderung sowohl des
ausgeschutteten IL-1B (Abb. 4C) als auch des ausgeschutteten IL-18 (Abb. 4D). Wie zu
erwarten hatte IFNB keinen hemmenden Effekt auf die pneumokokkeninduzierte
Produktion von IL-1B und IL-18 in IFNAR”-BMMs.

Insgesamt ergibt sich somit, dass das virale RNA-Analogon poly I:C Uber die
Stimulation einer Typ | IFN-Produktion und in Abhangigkeit des Interferonrezeptors
IFNAR die Produktion der proinflammatorischen Zytokine IL-18 und IL-18 in durch

Pneumokokken infizierten Makrophagen reduziert.
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3.3 Einfluss von IFNB auf die Genexpression von IL-13, IL-18,
Caspase-1, ASC, NLRP3 und AIM2 in S. pneumoniae-

infizierten Makrophagen

Ein moglicher Mechanismus, mit dem Influenza A-Viren bzw. IFNB die durch
Pneumokokken aktivierte Produktion der inflammasomabhangigen Zytokine IL-1f und
IL-18 hemmen konnten, ware die Hemmung der Expression der Zytokinproformen oder
von Komponenten der NLRP3- oder AIM2-Inflammasome. Um zu testen, ob dieser
Mechanismus eine Rolle spielt, wurden die Genexpressionen einzelner NLRP3- und
AIM2-Inflammasombestandteile sowie von pro-IL-18 und pro-IL-18 in Wildtyp- und
IFNAR"-BMMs, welche zuerst mit IFNB vorbehandelt und nachfolgend mit S.

pneumoniae (D39) infiziert worden waren, mittels qRT-PCR untersucht.
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Abbildung 5: Die Expression von NLRP3- und AIM2-Inflammasomkomponenten wird kaum durch
IFNB beeinflusst. Wildtyp- und IFNAR”-BMMs wurden (ber Nacht mit IFNB (5, 50, 500 U/ml)
stimuliert und nachfolgend mit S. pneumoniae (D39; MOI 0,025) infiziert. Nach 7 h (A-C) bzw. 16 h
(D-1) wurden mittels qRT-PCR die relativen Genexpressionen der Zytokine bzw.
Inflammasombestandteile pro-IL-1B (A, D), pro-IL-18 (B, E), NLRP3 (C, F), AIM2 (G), ASC (H) und
Caspase-1 (I) in den Zelllysaten untersucht. Die hier gezeigten Daten wurden in Triplikaten in drei
unabhangigen Versuchen erhoben und wie beschrieben statistisch analysiert.
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Die Infektion mit S. pneumoniae allein bedingte sowohl nach 7 h als auch noch nach 16
h post infectionem (p. i.) eine Induktion der Expression von pro-IL-13-mRNA in Wildtyp-
und IFNAR”-BMMs (Abb. 5A, D). Fand die Infektion nach Stimulation mit IFNB statt,
lie sich in der Wildtyp-Gruppe zwar eine leichte Reduktion der pro-IL-1B-Expression
beobachten, jedoch war diese nicht abhangig von der Dosis des IFNB und statistisch
nicht signifikant. Die pro-IL-18-mRNA-Expression war im Vergleich zu unbehandelten
Zellen 7 h p. i. mit S. pneumoniae erhdht. 16 h nach Infektion war diese Induktion nicht
mehr zu beobachten (Abb. 5B, E). Die durch S. pneumoniae ausgeloste Steigerung der
pro-lIL-18-Genexpression 7 h p. i. in Wildtyp-BMMs wurde durch Vorstimulation mit IFN
reduziert (Abb. 5B). 16 h p. i. kam es durch Vorstimulation mit IFNB jedoch eher zu
einer Steigerung der durch die Pneumokokkeninfektion induzierten pro-IL-18-
Expression, wobei dieser Effekt jedoch statistisch nicht signifikant war (Abb. 5E).
Weitere Untersuchungen zeigten, dass auch die Expression von NLRP3 7 h und 16 h
nach Infektion mit Pneumokokken im Vergleich zur Kontrolle verstarkt war (Abb. 5C, F).
Die vorherige Behandlung mit IFNB hatte jedoch keinen hemmenden Einfluss auf die
NLRP3-Expression, sondern fuhrte sogar zu einer dosisabhangigen Steigerung der
NLRP3-Expression (Abb. 5C, F). Die Expressionen von AIM2, ASC und Caspase-1
wurden durch die Infektion mit S. pneumoniae nicht verstarkt und durch
vorangegangene Stimulation mit IFN( nicht inhibiert (Abb. 5G, 5H, 5I).
Zusammengefasst geben die Ergebnisse Hinweise darauf, dass die negative
Regulation der Produktion der inflammasomabhéangigen Zytokine IL-18 und IL-18 in
Pneumokokken-infizierten Makrophagen durch IFNB bzw. Virusinfektion nicht durch
eine Regulation auf Genexpressionsebene zu erklaren ist. Wahrscheinlicher erscheint,

dass dieser Regulationsmechanismus nachfolgend in die Signalkaskaden eingreift.

3.4 Die inhibitorische Wirkung von poly I:C und IFNB auf die
Inflammasom-Antwort auf die Pneumokokkeninfektion ist

unabhangig von iNOS

Kirzlich konnte gezeigt werden, dass die induzierbare Isoform der Stickstoffmonoxid
(NO)-Synthase (iNOS) eine Rolle bei der IFN-vermittelten Reduktion der
Inflammasomaktivitat durch Pam3;CSK4/Nigericin und M. tuberculosis spielt (Hernandez-
Cuellar et al., 2012; Mishra et al., 2013). Es sollte deshalb die Hypothese getestet
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werden, dass iINOS auch an der Inhibition des Inflammsoms durch IFNB beteiligt ist,

nachdem dieses durch Infektion mit Pneumokokken aktiviert wurde.
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Abbildung 6: Die Hemmung der durch S. pneumoniae aktivierten IL-13-Sekretion durch IFNB oder
poly I:C ist unabhangig von iNOS. Wildtyp (WT)- und iINOS™-BMMs wurden unbehandelt gelassen
oder mit IFNB (50 U/ml) oder poly I:C (100 ng/ml) inkubiert und nachfolgend mit S. pneumoniae
(D39; MOI 0,025) fir 16 h infiziert. AnschlieBend wurde die IL-1B-Konzentration im
Zellkulturiberstand mittels ELISA bestimmt (A). WT- und iINOS”-BMMs wurden fiir 12 h mit dem
TLR2-Agonisten Pam3zCSK, (50 ng/ml), IFNB oder IFNy (100 U/ml) stimuliert und anschlie3end fiir 1
h mit Nigericin (5 pM) behandelt. Anschlielend erfolgte die Bestimmung der IL-1B-Konzentration im
Zellkulturiiberstand mittels ELISA (B). WT-BMMs wurden fir 16 h mit IFNB (50 U/ml) oder poly I:C
(100 ng/ml) stimuliert bei gleichzeitiger Inhibition von iINOS mittels L-NMMA (1 mM). Im Anschluss
folgten die Infektion mit S. pneumoniae (D39; MOI 0,025) fir 16 h und die Bestimmung von IL-1 im
Zellkulturiiberstand (C). Die gezeigten Daten wurden jeweils in drei voneinander unabhangigen
Versuchen in Triplikaten erhoben und statistisch untersucht.
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Wildtyp- und iNOS™-BMMs wurden tber Nacht mit IFNB oder poly I:C stimuliert und am
darauffolgenden Tag mit S. pneumoniae (D39) infiziert. Sowohl die Wildtyp- als auch
die iNOS™-BMMs produzierten nach Infektion mit S. pneumoniae vergleichbare Mengen
an IL-1B (Abb. 6A). Die vorherige Stimulation mit IFNB oder poly I:C reduzierte sowohl
in Wildtyp- als auch in iNOS™-Makrophagen die durch Pneumokokken aktivierte IL-1p-
Sekretion (Abb. 6A). Aulerdem zeigte sich, dass auch die chemische Inhibition von
iINOS mittels des iINOS-Inhibitors L-NMMA keinen Einfluss auf die Hemmung der
Pneumokokken-stimulierten [L-1B-Produktion sowohl durch poly I:C als auch durch
direkte Stimulation mit IFNB hatte (Abb. 6C).

Im Gegensatz dazu und ahnlich wie in bereits publizierten Studien beschrieben
(Hernandez-Cuellar et al., 2012) scheint jedoch die Hemmung der Nigericin-stimulierten
Inflammasomantwort in mit Pam3;CSK, vorbehandelten BMMs durch IFNy und in der
Tendenz auch durch IFNPB teilweise abhangig von iNOS zu sein (Abb. 6B). So zeigte
sich, dass die durch PamsCSK, und Nigericin in gleichem MafRe in Wildtyp- und iNOS™-
BMMs induzierte IL-1B-Produktion sowohl durch Vorbehandlung mit IFNB als auch mit
IFNy vermindert werden konnte, wobei diese Verminderung nach IFNB-Behandlung
jedoch nur partiell und statistisch nicht signifikant und die im Vergleich schwacher
ausgepragte Hemmung durch IFNy durch das Fehlen von iNOS komplett aufgehoben
werden konnten (Abb. 6B).

Insgesamt zeigt sich also, dass die Hemmung der Inflammasomantwort auf S.
pneumoniae durch virale RNA-Analoga bzw. IFNB weitestgehend unabhangig von iNOS

ist, wobei die Hemmung durch IFNy jedoch von iNOS abhangig zu sein scheint.

3.5 Die Inhibition der durch S. pneumoniae stimulierten IL-18-
Sekretion durch IFNB hangt nicht von gesteigerter Autophagie
ab

Autophagie ist ein zelleigener Mechanismus, welcher der Beseitigung defekter
Zellorganellen wie Mitochondrien und defekter Proteine dient, indem diese mittels
sogenannter Autophagosomen zu Lysosomen geleitet und abgebaut werden (Chen und
Sun, 2013). Verschiedene kurzlich verodffentlichte Studien zeigten, dass Autophagie

regulatorisch auf die Inflammasom-abhangige Zytokinantwort wirken kann (dos Santos
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et al.,, 2012; Shi et al., 2012). AuRerdem gibt es Hinweise darauf, dass Typ | IFNs
Autophagie aktivieren kénnen (Ambjgrn et al.,, 2013; Schmeisser et al., 2013).
Basierend auf diesen Uberlegungen wurde nachfolgend getestet, ob die Verminderung
der IL-1B- und IL-18-Sekretion nach IFNB-Vorstimulation von der Induktion von

Autophagie abhangig ist.

Abbildung 7: Kein Einfluss von Autophagie auf

12000, die Hemmung der durch Pneumokokken
induzierten  IL-1B-Produktion durch IFNB.
r— 10000 Wildtyp-BMMs wurden {iber Nacht mit IFNB
s (100 U/ml) behandelt und anschliefiend mit S.
= 8000 pneumoniae (D39; MOI 0,025) fur 16 h infiziert.
= 30 min vor und erneut bei der Infektion mit S.
. 60001 pneumoniae  wurde  der  PI3K-Inhibitor
- LY294002 (1 mM) zur Inhibition der Autophagie
=1 1000 zu den Zellen hinzugegeben. AnschlieRend
s s wurde mittels ELISA die Konzentration von IL-
2000- — 1B im Zellkulturiberstand bestimmt. Die Daten
wurden in zwei voneinander unabhangigen
0l Versuchen in  Triplikaten erhoben und
IFNB nachfolgend wie beschrieben statistisch

analysiert.

LY294002 - - - +
D39

Wildtyp-BMMs wurden Uber Nacht mit IFNB stimuliert und anschlieBend mit S.
pneumoniae (D39) infiziert. S. pneumoniae allein fihrte zur Sekretion von IL-13 durch
die BMMs, welche durch vorherige Stimulation mit IFNB deutlich gehemmt wurde (Abb.
7). Der Einsatz des Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)-Inhibitors LY294002 als Inhibitor
der Autophagie vermochte den hemmenden Effekt von IFNB auf die IL-1B3-Sekretion
nicht abzuschwachen oder aufzuheben (Abb. 7).

Diese Ergebnisse geben Hinweis darauf, dass eine eventuell durch IFNB-vermittelte
gesteigerte Aktivitat der Autophagie nicht an der Hemmung des durch Pneumokokken-

aktivierten Inflammasoms beteiligt ist.
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3.6 Einfluss von IFNB auf die Genexpression verschiedener

Regulatoren des NLRP3-Inflammasoms

Bisher konnten u. a. PSTPIP1, POP1, Birc2, Serpinala, MFGE8 und Birc3 als
endogene Inhibitoren bzw. Regulatoren der Inflammasome identifiziert werden (Yu et
al., 2007; Davis et al., 2011; Labbé et al., 2011; Wang et al., 2012; Vince et al., 2012;
Chen und Sun, 2013; Deroide et al., 2013). Um zu untersuchen, ob es zu einer IFN[-
abhangigen Induktion bzw. Repression dieser Inflammasom-Regulatoren kommt, wurde

die mMRNA-Expression dieser Moleklle im Folgenden getestet.
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Abbildung 8: Expression von verschiedenen bekannten endogenen Inflammasom-Regulatoren in
S. pneumoniae-infizierten und IFNB-vorbehandelten BMMs. Wildtyp- und IFNAR-BMMs wurden
Uber Nacht mit IFNB (500 U/ml) stimuliert und nachfolgend mit S. pneumoniae (D39; MOI 0,025) fir
16 h infiziert. Anschliefend wurden mittels qRT-PCR die relativen Genexpressionen von PSTPIP1
(A), POP1 (B), Birc2 (C), Serpinala (D), MFGES8 (E) und Birc3 (F) in den Zelllysaten untersucht. Die
gezeigten Daten wurden in drei voneinander unabhéngigen Versuchen in Triplikaten erhoben und
wie oben beschrieben statistisch analysiert.
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Wildtyp- und IFNAR”-BMMs wurden iiber Nacht mit IFNB stimuliert und am
darauffolgenden Tag flr 16 h mit S. pneumoniae infiziert. Im Anschluss wurden die
Zellen lysiert und die relative Genexpression in den Zelllysaten mittels qRT-PCR
untersucht.

Die Analysen zeigten, dass die Expression von POP1, Birc2, Serpinala, MFGES8 und
Birc3 durch die Infektion mit S. pneumoniae gehemmt bzw. gesteigert wurde (Abb. 8B-
F). Im Gegensatz dazu hatte die Pneumokokkeninfektion keinen Einfluss auf die
Expression von PSTPIP1 in Wildtyp-, jedoch in IFNAR"-BMMs (Abb. 8A).
Interessanterweise  bewirkte die vorherige Behandlung mit IFNB eine
Expressionssteigerung von Birc2 in den Wildtyp-Zellen, nicht aber in den IFNAR™"-
BMMs (Abb. 8C). Im Gegensatz dazu hatte IFNB keinen Einfluss auf die Expression
von PSTPIP1, POP1, Serpinala, MFGES8 und Birc3 (Abb. 8A, B und D-F).
Zusammengefasst erflllt nur Birc2 (bzw. das dadurch kodierte Protein clAP1) die
Kriterien flUr einen potentiellen Effektorkandidaten unterhalb von IFNB (und somit
moglicherweise Influenza A-Virus), der eine Regulation der Pneumokokken-stimulierten

Inflammasomantwort vermitteln konnte.
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4 Diskussion

Die Infektion mit dem Influenza A-Virus ist weltweit verbreitet und betrifft jahrlich einen
relevanten Teil der Bevolkerung, was pro Jahr allein in Industrielandern im Verlauf der
jahrlichen Grippeepidemien hunderttausende Menschenleben kostet (Stohr, 2003;
McCullers, 2006; Robinson et al., 2013).

Eine der Hauptursachen fur diese schweren Krankheitsverlaufe sind bakterielle
Superinfektionen, wobei S. pneumoniae hier einen der haufigsten Erreger darstellt
(Chertow und Memoli, 2013; Smith et al., 2013). Die hochste Anfalligkeit gegenlber
bakteriellen Superinfektionen ftritt etwa in der zweiten Woche nach der Infektion mit
Influenza auf. Der zugrundeliegende Mechanismus, uUber den die oft bereits
abklingende Influenzainfektion diese erhdhte Anfalligkeit gegenlUber bakteriellen
Erregern verursacht, ist bisher nicht vollstandig aufgeklart (Chertow und Memoli, 2013;
Metzger und Sun, 2013).

Die Produktion der Zytokine IL-1B und IL-18 durch die Aktivierung von Inflammasomen
spielt eine essenzielle Rolle bei der Abwehr der Pneumokokkeninfektion (Fang et al.,
2011; Witzenrath et al., 2011; Koppe et al, 2012b). Inflammasome sind
Multiproteinkomplexe, welche im aktivierten Zustand oligomerisieren und so die
autoproteolytische Spaltung des Zymogens pro-Caspase-1 in die enzymatisch aktive
Form der Caspase-1 vermitteln. Die aktivierte Caspase-1 spaltet pro-IL-18 und pro-IL-
18 in die aktiven Zytokine IL-13 und IL-18 und vermittelt Uber einen noch unbekannten
Mechanismus deren Sekretion (Franchi et al., 2009; Schroder und Tschopp, 2010;
Kumar et al., 2011). Die ausschlaggebend an der Abwehr der Pneumokokkeninfektion
beteiligten Inflammasome sind die ASC-abhangigen NLRP3- und AIM2-Inflammasome
(Koppe et al., 2012b). Eine Hemmung der Funktion ebendieser Inflammasome durch
die vorangehende Influenzainfektion hatte dementsprechend weitreichende Folgen
hinsichtlich der Anfalligkeit gegenuber invasiven Infektionen mit S. pneumoniae.

In der vorliegenden Arbeit konnte ein Mechanismus in vitro aufgezeigt werden, der
moglicherweise hierbei eine Rolle spielt.

Arbeiten der eigenen Arbeitsgruppe sowie anderer Gruppen konnten zeigen, dass das
NLRP3- sowie wahrscheinlich das AIM2-Inflammasom an der Abwehr einer

Pneumokokkeninfektion mafigeblich beteiligt sind (McNeela et al., 2010; Fang et al.,
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2011; Witzenrath et al., 2011; Koppe et al.,, 2012b). In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass die durch Pneumokokken induzierte Produktion von IL-1B durch eine
vorangegangene Infektion mit Influenza A-Virus vermindert wird (Abb. 3). Hierbei
scheint die Verminderung der Inflammasomantwort auf die Pneumokokkeninfektion von
der Erkennung viraler RNA sowie dem als Antwort auf das bei der Influenza-Infektion
produzierten IFNB abhangig zu sein (Abb. 3, 4). IFNB hemmt die Inflammasome jedoch
wahrscheinlich nicht auf der Ebene der Genexpression (Abb. 5). AuRerdem scheinen
iNOS und Autophagie (Abb. 6, 7) hierbei keine Rolle zu spielen. Darlber hinaus werden
die bekannten Inflammsom-Regulatoren PSTPIP1, POP1, Serpinala, MFGE8 und
Birc3/clAP2 nicht durch Typ | IFN reguliert, was darauf schlieRen lasst, dass sie
wahrscheinlich nicht an der Virus- bzw. Typ | IFN-abhéngigen Hemmung der
Inflammasomantwort auf Pneumokokken beteiligt sind (Abb. 8). Lediglich die
Expression von Birc2/clAP1 wird durch Typ | IFN stimuliert, was dieses Molekul zu
einem interessanten Kandidaten fur weitere Untersuchungen des Mechanismus der
durch IFNB vermittelten Hemmung der Inflammasomantwort auf Pneumokokken macht
(Abb. 8C).

4.1 Infektion mit Influenzavirus A inhibiert die Inflammasom-

abhangige Zytokinproduktion

Fir die erfolgreiche Abwehr einer Infektion mit Pneumokokken sind die Erkennung des
Pathogens durch das angeborene Immunsystem und die daraufhin erfolgende
Produktion und Sekretion proinflammatorischer Zytokine und Chemokine notwendig.
Hierbei spielen sowohl die Inflammasom-abhangigen Zytokine wie IL-18 als auch
Inflammasom-unabhangige Zytokine wie z. B. TNFa eine entscheidende Rolle (Kerr et
al., 2008; Witzenrath et al., 2011; Koppe et al., 2012b).

Die vorangegangene Infektion mit Influenzavirus A flhrte in vitro zu einer Verminderung
der durch Pneumokokken aktivierten Ausschittung des Inflammasom-abhangigen
Zytokins IL-13 (Abb. 3A). Diesen inhibitorischen Effekt hatten Influenza A-Virus-
Mutanten, die kein NS1-Protein produzierten und somit erhéhte Mengen an Typ | IFN
induzierten. Es ist jedoch davon auszugehen, dass ein solcher Mechanismus in vivo

auch bei Infektionen mit Wildtyp-Viren eine Bedeutung hat, da es hier zu einer
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Produktion von groferen Mengen Typ | IFN z. B. durch pDCs kommt, die nicht durch
das NS1-Protein gehemmt wird (Jewell et al., 2007).

In vorangegangenen Versuchen anderer Arbeitsgruppen konnte gezeigt werden, dass
auch eine Infektion mit Influenzavirus alleine in der Lage ist, zur Produktion von IL-1f3
zu flhren, wobei diese ASC-Inflammasom-abhangige Produktion fur die Abwehr der
viralen Infektion unerlasslich war (Stasakova et al., 2005; Ichinohe et al., 2009). Des
Weiteren ist das NS1-Protein dafur bekannt, dass es sowohl die Induktion von Typ I IFN
als auch die Produktion von IL-1B inhibiert (Stasakova et al., 2005). In den hier
dargestellten Experimenten in vitro in BMMs konnte jedoch keine Produktion von IL-1
in den alleinig mit Influenza A-Virus bzw. NS1-defizienten Influenza A-Viren beobachtet
werden (Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu flhrte die intranasale Infektion von
Mausen mit Influenza A-Virus (H1N1/PR/8) zu einer Produktion von IL-18 in vivo (Daten
nicht gezeigt).

Mogliche Erklarungen fur die unterschiedlichen Beobachtungen in vitro liegen in den
unterschiedlichen Versuchsansatzen. Wahrend in den Studien der Gruppen von
Stasakova und Ichinohe GM-CSF verwendet wurde, um die Zellen vor der Infektion zu
Makrophagen zu differenzieren, so wurde in dieser Arbeit M-CSF-haltiger Zelluberstand
von L929-Fibroblasten verwendet (Stasakova et al., 2005; Ichinohe et al., 2009). GM-
CSF und M-CSF haben unterschiedliche Effekte auf die Immunantwort der jeweils
stimulierten Zellen (Lacey et al., 2012), wobei GM-CSF sowohl IL-1 als auch Caspase-
1 induziert (Pirhonen et al., 1999). Des Weiteren wurden in dieser Studie im Gegensatz
zur Arbeit von Stasakova et al. murine anstatt humaner Makrophagen verwendet. Auch
unterscheidet sich die Zellisolationstechnik: In diesen Versuchen wurden
Knochenmarkszellen isoliert und nachfolgend zu BMMs differenziert. Stasakova et al.
jedoch isolierten Monozyten aus dem peripheren Blut gesunder Spender und
differenzierten diese mittels GM-CSF zu Makrophagen (Stasakova et al., 2005). Die
Unterschiede lassen sich dementsprechend eventuell durch die unterschiedlichen
Zellarten und Versuchsbedingungen erklaren, wobei auch ein vorangegangenes
Priming der relativ zu den Knochenmarkszellen entwickelten Monozyten durch die
Mikrobiota des Gastrointestinal- oder Respirationstraktes eine Rolle spielen kdnnte
(Clarke et al., 2010). Auch in vivo kdnnte ein Priming des Inflammasoms bzw. von pro-
IL-1B durch die Mikrobiota dazu beitragen, dass die Infektion mit Influenza A Virus eine
starke Produktion des Zytokins verursacht (Ichinohe et al., 2011). Das Fehlen dieses

Primings durch eine vorhandene kommensale Mikroflora der BMMs in dieser Arbeit in
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vitro kdnnte ebenfalls die Unterschiede zu unseren eigenen (nicht gezeigten) Daten in
vivo erklaren.

Wie oben dargestellt fuhrte die vorherige Infektion mit NS1-defizienten Influenza A-
Viren in unseren Versuchen in vitro jedoch sogar zu einer Verminderung der
Inflammasom-abhangigen Zytokinantwort auf eine nachfolgende
Pneumokokkeninfektion. In diesem Zusammenhang stellte sich die Frage, ob dieser
Effekt durch die Hemmung der Aktivitat der Inflammasome oder durch die
Verminderung der Induktion der pro-IL-1B-Expression bedingt war. Robinson et al.
fanden in vivo eine signifikante Reduktion der pro-IL-1B-Expression nach Infektion mit
Influenzavirus A und Koinfektion mit Staphylococcus aureus, wobei sie jedoch keine
Beeintrachtigung der Inflammasom-Aktivierung zeigen konnten. Diese Verminderung
der pro-IL-1B3-Expression war abhangig von der Hemmung der Aktivierung von NF-kB
(Robinson et al., 2013).

Bei der eigenen Untersuchung der Expression von pro-IL-13 jedoch fiel auf, dass zwar
ein Trend zu einer leichten Verminderung der Expression durch eine hohe Dosis der
Virusmutante dNS1 auftrat, dieser aber nicht signifikant war und die deutlich starkere
Einschrankung der Sekretion reifen IL-1B nicht erklaren konnte (Abb. 3D). Zudem war
bei geringen Dosen der dNS1-Mutante und bei Infektion mit der Mutante mit trunkiertem
NS1-Protein (NS1-125) ein solcher Trend nicht sichtbar, obwohl es auch hier zu einer
Verminderung der IL-13-Sekretion gekommen war.

Eine generelle Suppression der Aktivierung von NF-kB durch Infektion mit Influenza A-
Viren wiurde zudem auch zur Einschrankung der Produktion anderer NF-kB-abhangiger
Zytokine fuhren, was hier am Beispiel TNFa nicht beobachtet werden konnte (Abb. 3C).
Bekannter Weise fuhrt die Infektion mit Influenzavirus A nach der Erkennung durch das
angeborene Immunsystem zur Induktion und folgender Produktion von Typ | IFNs
(White et al., 2008). Auch in diesem in vitro-Modell kam es nach Infektion mit dem
Influenzavirus zur Steigerung der IFNB-Expression (Abb. 3B), welche selbst 23 h nach
der Virusinfektion noch deutlich nachweisbar war. Auch die Infektion mit S. pneumoniae
allein fuhrte zur Induktion der IFNB-Expression, die jedoch schwacher ausgepragt war
als nach Influenza-Vorinfektion. Die Induktion von IFNB war genau dort am starksten,
wo die Verminderung der IL-1B-Produktion am deutlichsten ausgepragt war. Die
Sekretion von IFNB als Antwort auf die Influenzainfektion kdnnte also die verminderte
Sekretion Inflammasom-abhangiger Zytokine nach einer folgenden Infektion mit

Pneumokokken bedingen und so die Anfalligkeit gegenuber der Koinfektion verstarken.
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Dies deckt sich mit den Erkenntnissen anderer Studien, die ebendiese Influenza-
induzierte Typ | IFN-Abhangigkeit der Pradisposition gegenlber bakteriellen Infektionen
beschrieben (Shahangian et al., 2009; Nakamura et al., 2011). Aul3erdem fuhren auch
die Vorstimulation der Zellen mit einem viralen RNA-Analogon Typ | IFN-abhangig
sowie die Gabe von rekombinantem Typ | IFN zu einer Hemmung der

Inflammasomantwort auf eine Infektion mit Pneumokokken (siehe unten).

4.2 Analoga viraler RNA inhibieren die durch S. pneumoniae
stimulierte Produktion Inflammasom-abhangiger Zytokine in
Abhangigkeit von IFNAR

Um zu prufen, ob die Erkennung viraler RNA durch RLRs die Verminderung der S.
pneumoniae-induzierten IL-1B3- und IL-18-Produktion bewirkt und um die Bedeutung der
Erkennung viraler RNA ohne Interferenzen mit den Wirkungen anderer viraler
Bestandteile untersuchen zu kénnen, wurde die Virusinfektion durch die Vorbehandlung
mit poly 1:C ersetzt.

Poly I:C ist ein synthetisches Analogon von dsRNA und aktiviert den endosomalen
TLR3 und den zytosolischen RNA-Rezeptor MDAS. Die Stimulation mit poly I:C bewirkt
ahnlich wie die virale Infektion die Expression und Produktion von Typ | IFNs (Kato et
al., 2006; Tian et al., 2012). Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
Stimulation von murinen BMMs mit poly I:C im Vorfeld einer Infektion mit S.
pneumoniae im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle zu einer verminderten Produktion
Inflammasom-abhangiger Zytokine fuhrte. Dies lasst darauf schlieBen, dass die
Hemmung der Zytokinproduktion hierbei von IFNAR abhangig war, da der Effekt nur in
Wildtyp-, nicht aber in IFNAR"-BMMs zu beobachten war (Abb. 4A, B).

Tian et al. konnten zeigen, dass bei Mausen die intranasale Gabe von poly I:C zu einer
verminderten Abwehr gegenuber einer nachfolgenden Infektion mit S. pneumoniae oder
Methicillin-resistentem Staphylococcus aureus und in der Folge zur erhdhten Mortalitat
der Tiere fuhrte. FlUr diesen nachteiligen Effekt von poly I:C wurde auch hier die
Induktion von Typ | IFNs verantwortlich gemacht (Tian et al., 2012). Da IL-1B auch in
der Abwehr einer Infektion mit S. aureus eine zentrale Rolle spielt (Robinson et al.,

2013), kénnte eine wie in den Ergebnissen dieser Arbeit gezeigte durch poly I:C und
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Typ | IFN vermittelte Reduktion dieses Zytokins auch in der Studie von Tian et al.
ursachlich fur die beobachtete erhdhte Mortalitat nach poly I:C-Behandlung sein (Abb.
4A, C).

4.3 Hemmung der Inflammasom-abhangigen Zytokinproduktion

durch IFNB in S. pneumoniae-infizierten Makrophagen

Die aktuellen Daten zeigen, dass sowohl die poly I:C-vermittelte als auch die direkte
Stimulation von murinen Makrophagen mit IFNB dosisabhangig zu einer deutlichen
Reduktion der Sekretion der Inflammasom-abhangigen Zytokine IL-13 und IL-18 nach
Infektion mit S. pneumoniae fuhrt (Abb. 4). IFNB vermittelt diesen Effekt offenbar
nachhaltig, da durch den Austausch des Nahrmediums der Zellen wahrend der Infektion
das vor der Infektion hinzu gegebene poly I:C bzw. das (ausgeschuttete) IFNB von den
Zellen entfernt wurde. Einmal mit IFNB stimuliert, vermindert sich in Wildtyp-Zellen also
fur einen gewissen Zeitraum die Fahigkeit, durch Inflammasomaktivierung aufgrund des
Erkennens eines Erregers IL-18 und IL-18 auszuschutten. Diese Erkenntnisse stitzen
die Ergebnisse einer Studie von Guarda et al., die nachweisen konnte, dass IFNf die
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms durch LPS/Aluminiumhydroxid STAT1-abhangig
hemmt. Ein genauerer Mechanismus dieses antiinflammatorischen Effektes konnte
jedoch nicht gezeigt werden (Guarda et al., 2011).

Bemerkenswert und klinisch von besonderer Relevanz ist die Tatsache, dass die
antiinflammatorische Wirkung von Typ | IFN bereits Anwendung findet: IFN ist in der
Erstlinientherapie der demyelinisierenden Erkrankung Multiple Sklerose (MS) fest
etabliert und auch in der Behandlung der experimentellen autoimmunen
Enzephalomyelitis (EAE) wirksam. Bei beiden Erkrankungen wird eine Beteiligung des
NLRP3-Inflammasoms angenommen (Inoue und Shinohara, 2013). IFNB vermindert bei
der schubférmig-remittierenden Verlaufsform der MS die Schwere der Erkrankung,
indem es zur Stabilisierung der Blut-Hirn-Schranke beitragt und die Haufigkeit der
Schube vermindert (Giovannoni und Miller, 1999). Ebendiese antiinflamatorische
Wirkung der Typ | IFNs scheint auch bei der Entwicklung bakterieller Pneumonien in

Folge einer Infektion mit Influenza eine Rolle zu spielen und die Anfalligkeit gegenlber
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diesen Superinfektionen mittels verschiedener Mechanismen zu erhéhen (Shahangian
et al., 2009; Nakamura et al., 2011; Li et al., 2012; Tian et al., 2012).

Aufgrund der Hemmung der IL-13- und IL-18-Sekretion nach Behandlung mit IFNf stellt
sich nun die Frage, ob diese IFNB-vermittelte Hemmung durch eine Verminderung der
Menge an pro-IL-1B, die der Zelle zur Verfligung steht, oder durch eine Inhibition des
Inflammasoms selbst zustande kommt.

Henry et al. zeigten, dass fur die Aktivierung des Inflammasoms in Makrophagen, die
mit den zytosolischen Erregern Francisella tularensis oder Listeria monozytogenes
infiziert worden waren, die Ausschuttung von Typ | IFNs mit nachfolgender Stimulation
der Typ | IFN-abhangigen Signalwege erforderlich war. Bei nicht-zytosolischen
Bakterien wie z. B. Salmonella Typhimurium war Typ | IFN hingehen keine
Voraussetzung fur die Inflammasom-abhangige Sekretion von IL-13 und IL-18 (Henry et
al., 2007). Vielmehr fanden Veeranki et al. nach der Stimulation von THP-1-Zellen mit
den Typ | Interferonen IFNa und IFN( eine Verminderung der Expression von pro-IL-1(3-
mMmRNA, bei der Behandlung mit dem Typ Il Interferon IFNy jedoch eine Erhdhung
ebendieser (Veeranki et al., 2011). Auch eine Studie von Novikov et al. erbrachte, dass
das in Mycobacterium tuberculosis-infizierten humanen Makrophagen induzierte IFN(
die Sekretion von IL-1B vermindert. Der genannte Mechanismus ist auch hier nicht die
Verminderung der Aktivitat des Inflammasoms, sondern die verringerte Bereitstellung
von pro-IL-1B8 durch Hemmung der Transkription (Novikov et al., 2011). Diese
Ergebnisse zu Typ | IFNs stimmen mit den Erkenntnissen Uberein, die Guarda et al. im
gleichen Jahr publizierten (Guarda et al., 2011). Diese Gruppe sah in murinen BMMs
eine durch LPS-Priming bedingte Expression von pro-IL-1[3, die in der darauffolgenden
Stimulation mit Aluminiumhydroxid (Alum), Harnsaurekristallen, Asbest, Nigericin, ATP,
Milzbrandtoxin (LeTx) und Salmonella Typhimurium durch Typ | IFNs gehemmt wurde.
In vivo konnten diese Ergebnisse bestatigt werden, wobei hier anstatt mit IFN mit poly
I:C vorbehandelt und die Inflammasom-Aktivitat mit Alum oder Candida albicans
stimuliert worden war. Dieser Mechanismus konnte von der Arbeitsgruppe auch in
humanen primaren Monozyten aufgezeigt werden, welche mit IFNB und LPS/Alum
behandelt wurden (Guarda et al., 2011). Die Autoren der Studie konnten zeigen, dass
die Inhibition der Expression von pro-IL-13 durch Typ | IFNs in murinen Makrophagen
IFNAR-, STAT1-, STAT3- und Interleukin-10-abhangig ist. Pro-IL-1f wird NF-kB-
abhangig z. B. durch Lipopolysaccharid (LPS) gramnegativer Bakterien Uber TLR4
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induziert. Nach Stimulation der Makrophagen mit LPS und IFNB wird jedoch STAT1-
abhangig das antiinflammatorische Zytokin IL-10 produziert, das wiederum Uuber
Aktivierung des IL-10-Rezeptors und STAT3 in der Folge zu einer Verminderung der
Induktion von pro-IL-1B fuhrt (Guarda et al., 2011). Shahangian et al. untersuchten den
Einfluss von Typ | IFN auf die postinfluenza-Pneumokokkenpneumonie in vivo, konnten
hier jedoch keinen Einfluss von IL-10 auf die pulmonale Pneumokokkenlast in Mausen
beobachten, die 5 Tage vor einer Infektion mit S. pneumoniae mit Influenzaviren infiziert
worden waren (Shahangian et al., 2009).

Im Gegensatz zu den Erkenntnissen aus diesen Studien konnte in den in dieser Arbeit
durchgefuhrten Versuchen durch Stimulation von murinen BMMs mit IFN3 sowohl 7 h
als auch 16 h nach Infektion mit S. pneumoniae keine signifikante Verminderung der
Genexpression von pro-IL-13 festgestellt werden (Abb. 5A, D). Die sichtbaren
vorhandenen Trends erscheinen nicht dosisabhangig, da die Expression nach
Stimulation mit der héchsten Dosis IFNB diesem Trend nicht folgt. Hinzu kommt, dass
die vergleichsweise leichten Unterschiede in der Induktion von pro-IL-13 die viel
starkeren Unterschiede bei der Betrachtung der Sekretion der aktivierten Form von IL-
1B nicht allein erklaren konnen (vgl. Abb. 4C). Dies wurde die Vermutung nahelegen,
dass die Hemmung des Inflammasoms durch IFNB in diesem Modell eine
entscheidendere Rolle spielt. Auch Guarda et al. konnten sowohl in vitro in murinen
Makrophagen und in humanen primaren Monozyten als auch in vivo im Mausmodell
neben der Beeinflussung des vorhandenen pro-IL-13 eine Hemmung der
Inflammasomaktivitat durch Behandlung mit IFNB nachweisen, welche in den murinen
Makrophagen Uber den Transkriptionsfaktor STAT1 vermittelt wurde (Guarda et al.,
2011).

Betrachtet man hingegen die im Vergleich zur Expression von pro-IL-13 schwache
Expression von pro-IL-18 7 h nach Infektion mit S. pneumoniae, findet sich tatsachlich
eine signifikante Repression, welche jedoch ebenfalls nicht eindeutig dosisabhangig
und deutlich schwacher als die Verminderung des sekretierten Zytokins ist (Abb. 5B,
vgl. Abb. 4D). Dies kann darauf hindeuten, dass die Produktion von IL-18 anders als die
von IL-1B zumindest unter diesen Versuchsbedingungen zusatzlich zur Regulation auf
der Ebene der Inflammasome auch auf der Ebene der Proform des Zytokins reguliert
wird. 16 h nach der Infektion andererseits ist dieser Effekt zumindest als Trend ins
Gegenteil verkehrt, IFNB scheint hier eher die Induktion als die Repression von pro-IL-
18 zu bewirken (Abb. 5E).
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Auch bei der Expression des Inflammasombestandteils NLRP3 kommt es durch IFNB-
Behandlung in der Folge eher zu einer Induktion als zu einer Repression (Abb. 5C, F).
Andere bisher bekannte Inflammasombestandteile wie AIM2, ASC oder Caspase-1
werden ebenfalls nicht negativ beeinflusst, was die von Inoue und Shinohara
publizierten Ergebnisse bestatigen (Inoue und Shinohara, 2013).

Auch dies weist auf die Beeinflussung der Inflammasomaktivitat selbst hin, was die
Frage nach einem moglichen Mechanismus aufkommen lasst. Um den direkten Effekt
von IFNB (bzw. Influenza A-Virus) auf die Aktivierung des Inflammasoms beurteilen zu
konnen, ware jedoch als klarer Beweis eine Darstellung der Inflammasomaktivitat in
Pneumokokken-infizierten Zellen nach Vorbehandlung beziehungsweise vorangehender
Infektion mit Influenzaviren z. B. in Form des Nachweises aktivierter Caspase-1 im
Western Blot notig. Die Etablierung dieses Western Blots wurde in unserer
Arbeitsgruppe bereits begonnen und sollte als nachster Schritt zur Klarung dieser

Fragestellung durchgeflhrt werden.

4.4 IFNB reguliert die Inflammasomaktivitat in S. pneumoniae-

infizierten Makrophagen unabhangig von iNOS

Die Signalwege, die durch IFNB Uber den IFN-a/B-Rezeptor angestolen werden,
regulieren Uber einen STAT1/STAT2/IRFO-Transkriptionsfaktorenkomplex unter
anderem die Transkription des Nos2-Gens, das fur die induzierbare Form der NO-
Synthase (iNOS) kodiert. Stickstoffmonoxid (NO) besitzt wichtige Funktionen, welche
die antimikrobielle Abwehr und die Regulation verschiedener Signaltransduktionswege
betreffen (Farlik et al., 2010). Die Transkription von iINOS wird durch IFNB induziert,
jedoch mittels SPSB1 auch negativ reguliert, was eine Mdglichkeit der Feinregulierung
darstellen kdonnte (Lewis et al., 2011).

Klrzlich publizierten zwei verschiedene Gruppen, dass die Aktivitat der INOS Uber die
Synthese von NO das NLRP3-Inflammasom inhibiert. Der Mechanismus, der fur diese
Inhibition verantwortlich gemacht wird, ist die S-Nitrosylierung, eine reversible Bindung
von NO an Thiol-Gruppen des Proteins, die wahrscheinlich am C-Terminus eine
bedeutendere Rolle spielt als am N-Terminus (Hernandez-Cuellar et al., 2012; Mishra et

al., 2013). Mishra et al. fanden eine Induktion von iINOS nach Stimulation mit IFNy in
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Abhangigkeit eines zweiten Signals durch Pam3CSK4 (TLR2-Agonist), welche wiederum
zur Produktion von NO flhrte. Durch dieses NO konnte die IL-1B3-Produktion von
Makrophagen gehemmt werden, was jedoch durch das Hinzugeben eines Reduktors in
Form von Ascorbinsaure, welcher die S-Nitrosylierung ruckgangig machte, wieder
aufgehoben werden konnte (Mishra et al., 2013). Hernandez-Cuellar et al. zeigten
diesen inhibitorischen Effekt der NO-Synthese durch INOS auf die Aktivitat des
Inflammasoms in Abhangigkeit von der Gabe von IFNB, welcher durch den iINOS-
Inhibitor L-NMMA aufgehoben werden konnte, da es durch L-NMMA zu einer
drastischen Verminderung des produzierten Stickstoffmonoxids kam (Hernandez-
Cuellar et al., 2012).

Die Hemmung der durch S. pneumoniae induzierten Sekretion von IL-13 war jedoch
nicht von durch iINOS produziertem NO abhangig (Abb. 6A, C). Dies gilt sowohl fur die
direkte Inhibition durch IFNB als auch indirekt durch das dsRNA-Analogon poly I:C,
wobei der Zusammenhang sowohl mittels des iINOS-Inhibitors L-NMMA (Abb. 6C) als
auch mittels INOS-defizienten murinen Makrophagen (Abb. 6A) getestet wurde. iINOS
scheint also in diesem Modell nicht an der Wirkung des IFNB auf die IL-1B3-Produktion
beteiligt zu sein, weder durch Hemmung des NLRP3-Inflammasoms noch durch
Verminderung der Bereitstellung von pro-IL-13, wie sie zusatzlich von Mishra et al.
angenommen wird (Mishra et al., 2013).

Im Gegensatz dazu zeigte sich in einem Kontrollexperiment, dass INOS an der
Hemmung der durch den TLR2-Agonisten Pam3;CSK4 und den NLRP3-Inflammasom-
Aktivator Nigericin stimulierten IL-1B-Produktion durch IFNy und moglicherweise auch
durch IFNB beteiligt war. Die Sekretion von IL-18 wurde in murinen Makrophagen durch
IFNB unterdriickt, wobei die Hemmung bei iNOS™-Makrophagen tendenziell schwacher
ausfiel (Abb. 6B). Dieser Unterschied war jedoch in der statistischen Analyse nicht
signifikant. Bei IFNy allerdings scheint iNOS in die inhibitorische Wirkung auf die
Produktion von IL-1f auch statistisch signifikant involviert: Das Typ Il IFN war zwar in
der Lage, in Wildtyp-Makrophagen die ausgeschuttete Menge an IL-13 zu vermindern,
nicht aber bei INOS-defizienten Zellen (Abb. 6B). Dies weist darauf hin, dass iINOS eine
Rolle in der durch IFNy vermittelten Hemmung des Inflammasoms spielt und eventuell

auch bei der Hemmung durch IFNR involviert ist.
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4.5 IFNB inhibiert die IL-1B-Sekretion nicht durch Steigerung der
Autophagie

Autophagie ist ein Mechanismus von Zellen, welcher die jeweilige Zelle schutzen soll,
indem er defekte Zellorganellen wie Mitochondrien und alte, moglicherweise defekte
Proteine mittels Autophagosomen zu Lysosomen geleitet, wo sie abgebaut werden
(Levine et al.,, 2011). Autophagie reguliert zudem die Aktivitat des NLRP3-
Inflammasoms, indem sie dieses zum einen direkt Uber die Ubiquitinylierung von ASC
und Rekrutierung von p62 und LC3 hemmt, zum anderen jedoch auch durch das
Entfernen von pro-IL-18 und Abbau in Lysosomen die Substratverfigbarkeit des
Inflammasoms vermindert und zusatzlich auch die endogenen Stimuli des
Inflammasoms entfernt. Das Entfernen endogener Stimuli geschieht in diesem Fall vor
allem durch die Verminderung der Produktion von ROS durch das Beseitigen defekter
Mitochondrien (Chen und Sun, 2013).

Daraus resultiert, dass eine Verminderung der Autophagie zu einer Steigerung der
Inflammasomaktivitat bzw. eine Steigerung der Autophagie zu einer Verminderung der
Inflammasomaktivitat fuhrt (dos Santos et al., 2012; Shi et al., 2012).

Klrzlich wurde zudem gezeigt, dass Typ | IFN in verschiedenen humanen Zelllinien
Autophagie induzieren kann (Ambjgrn et al., 2013; Schmeisser et al., 2013).

Deshalb wurde getestet, ob Autophagie bei der Inhibition der Pneumokokken-
stimulierten Inflammasom-Aktivierung durch IFNB eine Rolle spielt. Phosphoinositid-3-
Kinase (PI3K) ist essentiell nétig zur Initiierung der Autophagie, wobei der PI3K-Inhibitor
LY294002 Autophagie zu verhindern vermag (Mitroulis et al., 2010; Shi et al., 2012).
Das Blockieren der Autophagie in murinen BMMs fuhrte jedoch nicht zu einer
Wiederherstellung der durch IFNB verminderten Sekretion von IL-13 nach Infektion der
Zellen mit S. pneumoniae (Abb. 7). Diese Erkenntnis macht einen Zusammenhang der
Wirkung von IFNB auf die Sekretion von IL-1B und einer moglichen Steigerung der
Autophagie durch IFNB unwahrscheinlich. Allerdings muss bedacht werden, dass
LY294002 relativ unspezifisch PI3K blockiert, sodass neben der Autophagie zusatzlich
auch andere PI3K-abhangige Prozesse wie die Phagozytose gestort sein kdnnen
(Mitroulis et al., 2010).
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4.6 IFNB beeinflusst nicht die Transkription bekannter

Regulatoren des Inflammasoms

Da sowohl die Induktion von iINOS als auch die Induktion von Autophagie nicht
verantwortlich fur die Hemmung des Inflammasoms durch IFN zu sein scheinen (siehe
oben), mussen die Ursachen hierfur in anderen Mechanismen gesucht werden.

Guarda et al. testeten bereits die mogliche Typ | IFN-abhangige Regulation
verschiedener Proteine, welche als Kandidaten fur Caspase-1- oder Inflammasom-
Inhibitoren  gelten. Zu diesen Dbereits getesteten Proteinen zahlen die
Proteinaseinhibitoren Serpinb9 und Serpinb2, Pyrin, Caspase-12 und die Mitglieder der
Bcl-Proteinfamilie Bcl-2 und Bcl-XL. Keiner dieser Inhibitoren wurde durch Typ | IFN in
signifikanter Menge induziert. Die Autoren der Studie schlussfolgerten deshalb, dass
keines dieser getesteten Molekule essenziell fur die IFNB-vermittelte Inhibition des
Inflammasoms sei (Guarda et al., 2011).

In meiner Arbeit habe ich die Expression weiterer Proteine getestet, von denen
angenommen wird, dass sie die Aktivitat von Inflammasomen regulieren kdnnen.
Grundlage dieser Experimente war die Annahme, dass ein mdglicher Effektorkandidat,
der unterhalb von IFNB die Pneumokokken-stimulierte Inflammasom-Aktivitat hemmt,
durch IFNB induziert werden sollte.

Pyrin interagiert wahrscheinlich Uber seine Pyrin-Domane mit ASC und inhibiert so die
Oligomerisierung ASC-abhangiger Inflammasome (Davis et al., 2011). Zusatzlich ist es
dazu in der Lage, direkt mit der katalytischen Domane von Caspase-1 zu interagieren
und die Autoaktivierung zu verhindern (Davis et al., 2011). Pyrin ist der zytosolische
Rezeptor fur das Protein PSTPIP1, welches als Homotrimer Pyrin aktiviert und zur
Demaskierung dessen Pyrin-Domanen (PYDs) fuhrt, sodass diese Protein-Protein-
Interaktionen eingehen koénnen (Yu et al., 2007). AuRer eines Kkleinen, nicht
signifikanten Trends wurde jedoch keine Induktion von PSTPIP1 in S. pneumoniae-
infizierten Makrophagen durch IFNB-Exposition beobachtet (Abb. 8A), sodass
PSTPIP1-Pyrin-abhangiger Mechanismus als verantwortlicher fur die IFNB-Wirkung
unwahrscheinlich erscheint.

Ein weiterer bekannter Inhibitor der Inflammasomaktivitat, welcher wahrscheinlich durch
einen ahnlichen Mechanismus agiert wie Pyrin, ist das Pyrin-only Protein POP1.

Aufgrund seines hohen Homologiegrades mit den PYDs des Adapterproteins ASC wird
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vermutet, dass POP1 ebenfalls mit dessen PYDs interagiert und es von der Interaktion
mit NLRs wie NLRP3 abhalt (Stehlik et al., 2003; Chen und Sun, 2013). Allerdings
wurde auch POP1 nicht IFNB-abhangig induziert und spielt so wahrscheinlich ebenfalls
keine Rolle in der Virus- bzw. IFNB-abhangigen Hemmung der Inflammasomantwort auf
Pneumokokken (Abb. 8B). Eine kurzlich von Khare et al. veroffentlichte Studie zeigte
auf, dass das Pyrin-only Protein POP3 dazu in der Lage ist, ALR (AIM2-like receptor)-
Inflammasome zu inhibieren und so deren Aktivitat als Antwort auf die Erkennung von
DNA-Viren zu regulieren (Khare et al., 2014). POP3 wird naturlicherweise allerdings im
Gegensatz zu humanen Zellen in Mausen nicht exprimiert (Khare et al., 2014), sodass
hier eventuell weitere funktionelle Orthologe zu suchen und zu untersuchen waren.
Wang et al. beschrieben den Alpha-1-Proteinase-Inhibitor (Serpinaia) als Inhibitor der
Caspase-1, welcher in vitro die Sekretion von IL-1B verhindert (Wang et al., 2012).
Auch Serpinala wird jedoch in unseren Experimenten nicht IFNB-abhangig exprimiert
(Abb. 8D).

MFGES8 inhibiert laut Deroide et al. die IL-1B-Reifung und —Sekretion durch das
Inflammasom mittels seines Rezeptors (3-Integrin (Deroide et al., 2013). Die
Ergebnisse der Untersuchung der MFGES8-Induktion nach IFNB-Stimulation jedoch
legen nahe, dass auch MFGES8 nicht an der Hemmung des Inflammasoms durch IFN(
beteiligt ist (Abb. 8E).

Die Apoptoseinhibitor-Proteine (inhibitor of apoptosis protein) clAP1 (Gen: Birc2) und
clAP2 (Birc3) nehmen offenbar verschiedene Rollen bei der Regulation des
Inflammasoms ein. Zum einen scheinen sie fur die Aktivierung des Inflammasoms uber
die aktivierende (nicht degradierende) KG63-verknupfte Polyubiquitinylierung von
Caspase-1 essentiell zu sein, andererseits sind sie ebenfalls als Inhibitoren von RIP3
beschrieben, welches moglicherweise an der vollstandigen Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms beteiligt ist (Labbé et al., 2011; Vince et al., 2012). Die Untersuchung
der Genexpression von Birc3 ergab keine Veranderung durch Stimulation mit IFNB
(Abb. 8F). Lediglich Birc2 wurde IFNB-abhangig signifikant heraufreguliert (Abb. 8C).
Mit den Ergebnissen von Labbé et al. als Grundlage wirde diese verstarkte Expression
von Birc2 jedoch eher eine verstarkte Antwort des Inflammasoms erwarten lassen
(Labbé et al., 2011). Die Aussagen von Vince et al. wiederum passen zu den hier
erhobenen Daten, wonach die Vermehrung von Birc2 Uber eine Inhibition von RIP3 zur
indirekten Inhibition des Inflammasoms fuhrt (Vince et al., 2012). Eventuell genugen

bereits basale Level an IAPs aus, um eine suffiziente Antwort des Inflammasoms via
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Ubiquitinylierung auszuldsen, eine weitere Induktion Uber die basalen Level hinaus
jedoch koénnten das Inflammasom eventuell eher inhibieren. Diese These bedarf
allerdings experimenteller Bestatigung.

Die meisten getesteten Regulatoren des Inflammasoms werden durch IFNB nicht in
dem Male reguliert, um die Inhibition der Inflammasomaktivitat erklaren zu kénnen.
Einzig Birc2 kame hier als Inhibitor des Inflammasoms in Frage, der durch eine
Vorbehandlung mit IFNB heraufreguliert wird. Die Studienlage zu Birc2 ist jedoch
schwach und die Ergebnisse nicht vollstandig Uberzeugend, sodass die Rolle von Birc2
weiterhin unklar bleibt. Um die Beteiligung von Birc2 an der Hemmung der
Inflammasomaktivierung durch Pneumokokken nach Virusinfektion bzw. IFNB-Gabe
weiter zu eruieren, sollte die Rolle mittels Birc2"-Zellen oder mithilfe spezifischer
siRNAs untersucht werden, um klare Hinweise auf das Verhalten der Inflammasome in

Abwesenheit dieses Proteins zu erhalten.

4.7 Weitere vermutete Mechanismen der erhohten Anfalligkeit

gegeniiber sekundaren Infektionen nach Influenza-Infektion

Zusatzlich zu den bereits genannten konnten weitere Mechanismen fur die Inhibition der
Inflammasome verantwortlich sein und so zur Beeintrachtigung der Immunantwort auf
bakterielle Erreger nach vorangegangener Influenzainfektion fuhren.

Es wurde gezeigt, dass Typ | IFN die Resistenz von Zellen gegentber dem Alphatoxin
von S. aureus erhoht (Yarovinsky et al., 2008). Das Alphatoxin von S. aureus ist als
porenbildendes Toxin ein wichtiger Virulenzfaktor und dazu in der Lage, ahnlich wie
PLY, das NLRP3-Inflammasom zu aktivieren (Yarovinsky et al., 2008; Craven et al.,
2009). Typ | IFN fahrt zur Induktion der Phospholipid Scramblase 1 (PLSCR1), was zur
Reduktion des Alphatoxin-induzierten Austretens des Inflammasom-Aktivators ATP in
den extrazellularen Raum fuhrt (Lizak und Yarovinsky, 2012). Wenn PLSCR1 einen
solchen Effekt auf die Wirkung von Alphatoxin hat, stellt sich die Frage, ob dies auch fur
andere bakterielle porenbildende Toxine wie PLY gilt.

Ein weiterer Mechanismus von IFN[, welcher zur Inhibition des Inflammasoms flhrt,
wurde von Inoue et al. untersucht. Sie fanden heraus, dass die Stimulation von IFNAR

durch Typ | IFN zur Assoziation des Supressor of Cytokine Signalling-1 (SOCS1) mit
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aktiviertem Rac1 fuhrt, was die Ubiquitinylierung und Degradierung von Rac1 zur Folge
hat. Dadurch findet die Rac1-abhangige Generation reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
durch Mitochondrien vermindert statt und die NLRP3-Aktivitat wird nachfolgend
herunterreguliert (Inoue et al., 2012).

MAVS ist ein Adaptermolekll, welches zur optimalen Initierung der
Inflammasomaktivitat NLRP3 an die Mitochondrien rekrutiert (Subramanian et al.,
2013). Es gibt Hinweise darauf, dass die (bereits ihrem Namen nach) IFN-abhangigen
ISGs an der Regulation von MAVS beteiligt sein kdnnten, was wiederum einen weiteren
potentiellen Mechanismus der Interaktion von IFNs mit dem Inflammasom birgt (Jacobs
und Coyne, 2013).

Auch koénnte es weitere, bisher unbekannte Madoglichkeiten geben, wie IFNs die

Inflammasomaktivitat beeinflussen.

In den letzten Jahren haben sich viele Arbeitsgruppen mit den zugrundeliegenden
Mechanismen der erhohten Anfalligkeit gegenuber bakteriellen Superinfektionen nach
Virusinfektion der oberen Atemwege befasst, was zu einer Vielzahl unterschiedlicher
weiterer Erklarungsansatze unabhangig von der Aktivitat der Inflammasome fuhrte.

Ein mdglicher Erklarungsansatz ist der Gewebs- und Barriereschaden, den die
Influenzavirusinfektion durch das Infizieren der Epithelzellen verursacht (Ballinger und
Standiford, 2010). Die Epithelzellen sterben im Rahmen der Infektion bei der
Freisetzung der Viren, durch Induktion von Apoptose oder durch Einflisse angeborener
Immunzellen ab und hinterlassen Gewebeschaden, wodurch es nachfolgenden
Pathogenen wie Bakterien einfacher gelingt, diese Barrieren zu Uberwinden und zu
invasiven Infektionen zu fuhren (Ballinger und Standiford, 2010). Jamieson et al.
berichteten zudem, dass es im Rahmen der viralen Infektion unabhangig vom
Kontrollieren des sekundaren Erregers durch das angeborene Immunsystem zu einer
Insuffizienz beim Schutz und der Reparatur von Geweben kommt und so die Toleranz
des Korpers gegenuber Gewebeschaden durch die Koinfektion deutlich abnehme
(Jamieson et al., 2013).

Die mukoziliare Aktivitat des respiratorischen Epithels ist eine wichtige erste Hurde des
Immunsystems gegen eindringende Pathogene. Die Infektion mit Influenzaviren kann
dazu flhren, dass zum einen die Anzahl an Zilien auf den Epithelien abnimmt, sich zum
anderen jedoch zusatzlich noch die Schlagfrequenz der verbleibenden Zilien vermindert

und deren koordinierte Aktivitat gestort wird, was ebenfalls die Invasion von
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nachfolgenden Pathogenen erleichtert (McCullers, 2006; Ballinger und Standiford,
2010).

S. pneumoniae bindet wahrend einer Infektion an den Plattchen-aktivierenden Faktor-
Rezeptor (platelet-activating factor rezeptor, PAFr). Dieser Rezeptor wird wahrend einer
Influenzainfektion durch proinflammatorische Zytokine induziert und spielt eine Rolle
beim Ubergang der Pneumonie in eine systemische Verteilung des Erregers, indem er
die Adhasion der Pneumokokken begunstigt (McCullers et al., 2006; Ballinger und
Standiford, 2010). AuRerdem scheint die virale Neuraminidase ebenfalls die bakterielle
Adhasion zu begunstigen, indem sie durch ihre enzymatische Aktivitat zellulare
Oberflachen-Glykoproteine so modifiziert, dass nachfolgende Bakterien besser an ihnen
binden kdnnen (Peltola et al., 2005).

Viele Ansatze behandeln die Beeintrachtigung des Immunsystems des Wirtes durch die
Influenzainfektion, welche in der Folge bakterielle Superinfektionen begunstigt.
Ghoneim et al. untersuchten in einer aktuellen Studie das Verhalten residenter
Alveolarmakrophagen nach einer Influenzainfektion. Sie fanden heraus, dass innerhalb
der ersten Woche im Verlauf der viralen Infektion mehr als 90% der
Alveolarmakrophagen verloren gehen, wobei auch die verbleibenden Makrophagen
phanotypisch nekrotisch erscheinen, was die Invasion von Pneumokokken deutlich
erleichtert (Ghoneim et al., 2013).

Die Infektion mit Influanzaviren fuhrt unter anderem zur Induktion von Glukokortikoiden.
Diese Glukokortikoide unterdricken die Immunantwort z. B. durch Verminderung der
Sekretion bestimmter Zytokine und Chemokine wie IL-1B3, IL-6 oder CCL7, was die
Grundlage des Schaffens eines empfindlichen Gleichgewichtes zwischen einer
erhohten Anfalligkeit gegenuber sekundaren bakteriellen Infektionen einerseits und der
Verhinderung einer UberschieRenden Immunantwort im Rahmen der Koinfektion
andererseits darstellt (Fantuzzi und Ghezzi, 1993; Jamieson et al., 2010).

Es existieren einige Arbeiten zum Einfluss von IFNs, die im Rahmen der Reaktion des
Immunsystems auf die Influenzainfektion ausgeschuttet werden, auf die Entwicklung
einer bakteriellen Koinfektion (Sun und Metzger, 2008; Shahangian et al., 2009; Guarda
et al., 2011; Nakamura et al., 2011; Li et al., 2012; Chertow und Memoli, 2013). Typ |
IFN hat neben den Einflissen auf die Aktivitat des Inflammasoms durch Hemmung der
IL-1B- und IL-18-Sekretionen auch Auswirkungen auf andere Zytokine und Chemokine.
Es konnte gezeigt werden, dass die Chemokine KC und MIP-2, welche zur Chemotaxis

neutrophiler Granulozyten wichtig sind, durch virusinduziertes Typ | IFN bei bakterieller
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Superinfektion vermindert produziert werden, was zur Beeintrachtigung der
antibakteriellen Immunantwort durch neutrophile Granulozyten in der frihen Phase der
entstehenden Koinfektion fuhrt (Shahangian et al., 2009).

Nakamura et al. zeigten zudem, dass Virus-induziertes Typ | IFN auch das Chemokin
CCL2 durch Typ | IFN wahrend einer bakteriellen Superinfektion hemmt, wodurch die
Rekrutierung von Monozyten bzw. Exsudatmakrophagen geschwacht wird (Nakamura
et al., 2011). Dies stimmt mit den klinischen Daten von Wadowsky et al. Uberein, die
herausfanden, dass die Kolonisationsrate mit S. pneumoniae im Oropharynx von
Patienten, welche mit Influenza infiziert wurden, in der Zeit nach der Influenzainfektion
anstieg (Wadowsky et al., 1995).

Es wurde zusatzlich gezeigt, dass das durch die Viren induzierte Typ | IFN yd-T-Zellen
negativ reguliert, was daraufhin zur verminderten Expression von IL-17 und der
verminderten IL-17-abhangigen Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten fuhrt (Li et
al., 2012; Metzger und Sun, 2013). Zusatzlich zur Verminderung von IL-17 fGhrt die
virale Infektion auch zur Verminderung der Zytokine IL-22 und IL-23, wobei diese
Zytokine wichtig fur die Reduktion der Entzindungsreaktion in der Lunge und fur die
Beseitigung der nachfolgenden bakteriellen Invasion sind, sodass sie die Anfalligkeit
gegenuber invasiven Koinfektionen nach einer Grippe vermindern (lvanov et al., 2013;
Metzger und Sun, 2013). Robinson et al. betrachten die Verminderung der IL-1B-
Sekretion wahrend einer Koinfektion durch die vorangegangene Influenzainfektion als
ursachlich fur die Verminderung der IL-17- und IL-22-Sekretion (Robinson et al., 2013).
Das Typ Il Interferon IFNy wird ebenfalls wahrend einer Influenzainfektion durch die
Aktivierung von T-Zellen ausgeschuttet und scheint ebenfalls Auswirkungen auf in der
Folge auftretende bakterielle Infektionen zu haben. Sun und Metzger zeigten, dass IFNy
die bakterielle Elimination durch Alveolarmakrophagen hemmt, indem es den
Scavengerrezeptor MARCO herunterreguliert, welcher fur die Erkennung nicht-
opsonisierter Pneumokokken notwendig ist (Sun und Metzger, 2008; Metzger und Sun,
2013). So wird auch von Shahangian et al. Typ Il IFN fur die Hemmung der
Makrophagen verantwortlich gemacht, wobei Typ | IFN fur die Hemmung der
neutrophilen Granulozyten verantwortlich sei (Shahangian et al., 2009).

IFNy-abhangig werden zudem die Expression von iNOS und die Bildung von NO
induziert (Hang et al., 2011), worauf auch die Ergebnissen unserer Experimente
hinweisen, bei denen die IL-13-Sekretion durch IFNy iNOS-abhangig gehemmt wird
(Abb. 6B). IFNy fuhrt jedoch Eigenbrod et al. zufolge auch NO-unabhangig zu einer
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raschen Inhibition der pro-IL-1B-Expression, indem es NF-kB an der Bindung am IL-1[3-
Promotor hindert (Eigenbrod et al., 2013).

4.8 Schlussfolgerung und Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Infektion mit Typ | IFN-induzierenden
Influenza A-Viren die Inflammasom-abhangige Zytokinantwort von Makrophagen auf
eine nachfolgende Infektion mit S. pneumoniae hemmt. Die Ergebnisse der Arbeit
geben deutliche Hinweise darauf, dass die Hemmung der durch Pneumokokken
stimulierten IL-1B-Produktion abhangig von der Erkennung viraler RNA durch PRRs
sowie der nachfolgenden Produktion von Typ | IFNs ist. Die Inhibition der Sekretion
Inflammasom-abhangiger Zytokine ist dabei jedoch nicht abhangig von einer
Verminderung der Expression der Zytokinproformen sowie der Komponenten des
NLRP3- oder AIM2-Inflammasoms und findet unabhangig vom NS1-Protein des
Influenzavirus statt. Des Weiteren ist die Hemmung der durch Pneumokokken
stimulierten IL-1B3-Produktion weitestgehend unabhangig von iNOS sowie der Induktion
von Autophagie. Ferner konnte gezeigt werden, dass verschiedene bekannte
Regulatoren des Inflammasoms, mit Ausnahme des durch Birc2 kodierten clAP1, nicht
durch IFNB reguliert werden und somit wahrscheinlich nicht an den beschriebenen
Effekten beteiligt sind.

Um die Bedeutung und den Mechanismus der Hemmung des NLRP3-Inflammasoms
durch Influenza-Viren bzw. IFNB besser zu verstehen, sind weitere Untersuchungen in
vivo sowie in vitro notig. Interessant waren u. a. Experimente, in denen man versuchen
konnte, das Inflammasom bei der Koinfektion von Influenza und S. pneumoniae
experimentell-therapeutisch zu stimulieren, um eine normale Inflammasomantwort zu
erhalten.

Bedenkt man die immer noch hohe Morbiditat und Mortalitat der Influenza- und
Pneumokokkeninfektionen, so ist ein tiefgreifendes Verstandnis der Mechanismen, die
der erhdhten Empfanglichkeit gegenuber Pneumokokken nach Influenza-Infektion
zugrunde liegen, dringend notwendig. Dieses Wissen kdnnte dazu beitragen, neuartige
Strategien zur Therapie und Prophylaxe der postinfluenza-Pneumokokkenpneumonie

zu entwickeln. Von diesen Erkenntnissen konnte auch bei anderen
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Erregerkonstellationen profitiert werden, bei denen eine primare virale Infektion die

Entstehung einer nachfolgenden bakteriellen Koinfektion begunstigt.
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Influenza A-Viren auf die Inflammasom-abhangige Zytokinproduktion in der
nachfolgenden Pneumokokkeninfektion” selbststandig und ohne nicht offengelegte Hilfe
Dritter verfasst und keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel genutzt
habe.

Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortragen anderer
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