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Abstract 1

1 Abstract 

Pneumonia is one of the most common causes of death worldwide. In order to improve the 

understanding of the disease, both a streptococcal and an Influenza A virus infection model were 

developed using fresh and intact human lung tissue. Streptococcus pneumoniae (S. pneumoanie) and 

Influenza A viruses belong to the most important lung pathogens. The streptococcal infection model 

was established to study the regulation of cyclooxygenase (COX) and the induction of cytokines 

during lung inflammation, while the influenza infection model was developed to characterise different 

Influenza A viruses in relation to their replication, cellular tropism and ability to induce cytokines in 

human lung tissue. Additionally, the role of human ß-defensins (hBD) -2 and 3 was investigated 

during streptococcal infection of bronchial epithelial cells.  

S. pneumoniae efficiently replicated and induced expression of COX-2, but not COX-1 in human lung 

tissue. Immunohistochemical staining of lung tissue revealed COX-2 expression in alveolar 

macrophages, endothelial cells and type II, but not type I pneumocytes. The infection led to the release 

of prostaglandin E2 (PGE2) into the supernatant which was repressed when COX-2 was inhibited prior 

to infection. Inhibition of p38 mitogen activated kinase as well as extracellular regulated kinases 1 and 

2 during infection prevented COX-2 expression and subsequent PGE2 formation. Moreover, the 

infection of lung tissue resulted in COX-2 dependant increase of prostanoids 6-keto-prostaglandin F1α 

and thromboxane B2. Among a variety of other cytokines, S. pneumoniae induced the release of 

platelet derived growth factor which was further augmented by inhibition of COX-2.  

The highly pathogenic avian H5N1 as well as the seasonal H1N1 and H3N2 influenza viruses 

replicated efficiently in human lung tissue when compared to the classic porcine and low pathogenic 

avian viruses, which replicated poorly. All viral strains investigated exclusively infected type II 

pneumocytes and also, to a much lesser extent, alveolar macrophages. The infection of lung tissue 

with low and highly pathogenic avian viruses resulted in strong cytokine induction, whereas infection 

with porcine, human and pandemic viruses only caused a weak cytokine induction. 

Infection of bronchial epithelial cells with S. pneumoniae induced the expression of hBD-2 and 3. The 

induction of both defensins was toll-like receptor-2 mediated. Additionally, hBD-2 and 3 showed 

antimicrobial activity towards S. pneumoniae. The formation of hBD-2 was dependant on the activity 

of phosphoinositide-3-kinase and the transcription factor NF-κB, whereas the synthesis of hBD-3 was 

controlled by the c-Jun N-terminal kinase - AP1 pathway. 

The successful establishment of both infection models using human lung tissue provides a useful tool 

to simulate pneumonia in humans, allowing valuable data about the interaction of these important lung 

pathogens with the human host to be gathered. The induction of hBD-2 and 3 in bronchial epithelial 

cells and their antimicrobial activity implies a potential importance to innate immunity.   
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2 Abstrakt 

Eine der häufigsten Todesursachen weltweit ist die Pneumonie. Um das Verständnis der Infektionen 

im Menschen zu verbessern, wurden im Zusammenhang mit dieser Arbeit jeweils ein Streptokokken- 

und ein Influenza-Infektionsmodell in humanem, kultiviertem Lungengewebe etabliert. Beide Erreger 

zählen zu den bedeutendsten Lungenpathogenen. Das Streptokokken-Infektionsmodell diente der 

Untersuchung des Einflusses der Streptokokkeninfektion auf die Regulation der Zyklooxygenase 

(COX) und der induzierten Zytokinantwort im Lungengewebe. Im Influenza-Infektionsmodell 

fokussierte die Analyse auf verschiedene Influenzastämme hinsichtlich ihres Replikationsverhaltens, 

des zellulären Tropismus und der induzierten Zytokinantwort. Weiterhin sollte mit Hilfe von 

Zellkulturversuchen die Rolle der humanen β-Defensine (hBD)-2 und 3 im Zusammenhang mit einer 

Streptokokkeninfektion genauer erforscht werden.  

Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) vermehrte sich stark im Lungengewebe und induzierte die 

Bildung von COX-2, während COX-1 konstitutiv exprimiert wurde. Immunhistologische Versuche 

definierten die zelltypspezifische Induktion der COX-2: Dabei war die COX-2 Expression in 

Alveolarmakrophagen, Endothelzellen und Typ II Pneumozyten, nicht jedoch Typ I Pneumozyten, 

nachweisbar. Im Überstand des infizierten Gewebes fand sich ein Anstieg des Prostaglandin E2 

(PGE2), welcher sich durch selektive Inhibition der COX-2 unterdrücken ließ. Blockade sowohl der 

p38 Mitogen-aktivierten Proteinkinase, als auch der extrazellulär regulierten Kinasen 1 und 2 während 

der Infektion unterdrückte die COX-2 Expression sowie die PGE2 Bildung. Außerdem führte die 

Infektion zu einem COX-2 abhängigen Anstieg der Prostanoide 6-keto-Prostaglandin F1α und 

Thromboxan B2. Pneumokokken induzierten im Lungengewebe eine Reihe von Zytokinen, von denen 

der Plättchen-abgeleitete Wachstumsfaktor COX-2 abhängig reguliert war. 

Das hoch-pathogene aviäre H5N1 Virus sowie die saisonalen H1N1 und H3N2 Viren replizierten im 

Vergleich zum klassischen porzinen und niedrig-pathogenen aviären Virus sehr stark im 

Lungengewebe. Alle untersuchten Viren infizierten ausschließlich Typ II Pneumozyten und zu einem 

sehr geringen Anteil Alveolarmakrophagen. Die Infektion mit niedrig- und hoch-pathogenen aviären 

Viren führte zu einer teils starken Zytokinbildung, während die Infektion mit porzinen, humanen und 

pandemischen Viren nur eine schwache Induktion bewirkte.  

Die Infektion von Bronchialepithelzellen mit S. pneumoniae hatte die Expression von hBD-2 und 3 

zur Folge. Die Induktion beider Defensine vermittelte der Toll-like-Rezeptor 2. Darüber hinaus 

verfügten hBD-2 und 3 über antimikrobielle Eigenschaften gegenüber S. pneumoniae. Weiterhin war 

die Bildung von hBD-2 abhängig von der Phosphoinositid-3-Kinase und dem Transkriptionsfaktor 

NF-κB. Die hBD-3 Bildung wurde über den c-Jun N-terminale Kinase - AP1 Signalweg reguliert.  

Die Verwendung von humanem Lungengewebe und die Etablierung beider Infektionsmodelle 

ermöglicht die Simulation wesentlicher Aspekte der Pneumonie im Menschen. Dadurch können in 

Zukunft wertvolle Beiträge zur Erforschung der bakteriellen und viralen Pneumonie gewonnen 

werden. Die Induktion von hBD-2 und 3 in Bronchialepithelzellen und deren antimikrobielle Aktivität 

implizieren ihre potenzielle Bedeutung in der angeborenen Immunantwort. 
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3 Einleitung 

Die Pneumonie ist eine der häufigsten Todesursachen weltweit [1]. Insgesamt stellt die Therapie der 

Pneumonie in der westlichen Welt eine hohe finanzielle Belastung für die Gesundheitssysteme dar [2]. 

Je nach Studie ist in 20 - 40 % der Fälle eine Infektion mit Streptocoocus pneumoniae (S. pneumoniae) 

Auslöser der Erkrankung. Damit stellt dieser Erreger die häufigste Ursache der Pneumonie dar. Die 

häufigsten viralen Erreger sind Influenzaviren [3]. Während die schwere primäre virale Pneumonie 

durch Influenza A Viren eher selten auftritt, begünstigt diese Infektion häufig eine konsekutive 

bakterielle Pneumonie [3-5]. Obwohl Impfstoffe, Antibiotika und antivirale Mittel gegen 

Streptokokken bzw. Influenzaviren verfügbar sind, führen beide Erkrankungen nach wie vor zu hoher 

Mortalität weltweit [6, 7]. Des Weiteren bieten Impfstoffe nur gegen die entsprechenden 

Bakterienserotypen bzw. Influenzastämme Schutz [8, 9]. Bedingt durch die genetische Variabilität 

sowohl von Streptokokken als auch von Influenzaviren entwickeln sich außerdem immer wieder 

bakterielle Resistenzen gegen Antibiotika bzw. virale Resistenzen gegen z.B. Neuraminidasehemmer 

[10-12]. Um diesen Problemen entgegenzuwirken und letztendlich auch neue 

Behandlungsmöglichkeiten zu ermöglichen, ist es von großer Bedeutung, die Interaktion von Pathogen 

und Wirt genauer zu verstehen. Diese Untersuchungen können eine rationale Basis zur Entwicklung 

supportiver, wirtsbasierter Therapien legen. Viele Versuchsmodelle verwenden immortalisierte 

Zelllinien oder Tiere [13]. Die gewonnen Erkenntnisse tragen in hohem Maße zum besseren 

Verständnis des Verlaufs einer Pneumonie bei. Allerdings gibt es zahlreiche Limitationen [14, 15], so 

können Zellkulturmodelle die komplexe Situation in Geweben nur begrenzt simulieren und Ergebnisse 

aus Tierversuchen können nicht ohne weiteres auf den Menschen übertragen werden. Um diese 

Probleme zu adressieren, wurde humanes Lungengewebe von Patienten akquiriert, die sich aufgrund 

eines Lungentumors einer Lungenteilresektion unterzogen. In diesem Lungengewebe konnte jeweils 

ein Streptokokken- und Influenza-Infektionsmodell etabliert werden. 

Durch die Zyklooxygenase (COX) synthetisierten Prostaglandine (PG) spielen eine wichtige Rolle in 

der Regulation der angeborenen Immunantwort [16]. PGE2, eines der am besten untersuchten PG, 

wirkt über die Aktivierung von vier verschiedenen G-Protein gekoppelten E Prostanoid Rezeptoren 

(EP1-4) [16]. Des Weiteren hat PGE2 in verschiedenen Zelltypen einen Einfluss auf die Regulation der 

Inflammation [17-20]. Während die COX-1 in den meisten Geweben konstitutiv exprimiert ist, kann 

die COX-2 durch Bakterien, Zytokine und andere Stimuli induziert werden [21-24]. Das 

Streptokokken-Infektionsmodell diente der Untersuchung der Rolle der COX und ihrer Metabolite 

während der Infektion. 

Die Replikation der meisten aviären Influenzaviren ist im humanen Respirationstrakt stark 

eingeschränkt [25, 26]. Dennoch gibt es immer wieder hoch-pathogene aviäre Influenzaviren, die im 

Menschen zu schweren Infektionen mit hoher Mortalität führen [27]. Aviäre Influenzaviren binden 

über ihr Hämagglutinin bevorzugt an Sialinsäuren mit einer α-2,3 Bindung zu Galaktose (α-2,3SA), 
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während humane Influenzaviren an α-2,6SA binden [28]. Beide Rezeptoren sind auf pulmonalen 

Epithelzellen präsent und ermöglichen eine Bindung von aviären und humanen Viren [29, 30]. Daher 

müssen über die Rezeptorexpression hinaus weitere restringierende Mechanismen in Betracht gezogen 

werden. In diesem Zusammenhang werden z.B. der Endozytosemechanismus [31], der Zelltropismus 

[32] oder die unterschiedlich starke Induktion von Zytokinen diskutiert [33-35]. 

Die humanen β-Defensine (hBD) gehören einer Gruppe kleiner kationischer, antimikrobieller Peptide 

an [36]. Die bisher bekannten β-Defensine 1-4 werden alle in Epithelzellen der Lunge exprimiert. 

hBD-1 ist konstitutiv exprimiert, während die Expression von hBD-2,3 und 4 durch 

proinflammatorische Zytokine induzierbar ist [37-39]. Aufgrund der antimikrobiellen Eigenschaften 

tragen Defensine selbst zur Abwehrreaktion der Lunge bei. Des Weiteren regulieren sie die 

Zytokinantwort und können Effektorzellen mittels Chemotaxis zu Inflammationsherden führen [40-

42]. 

Ziel dieser Arbeit war es mit Hilfe von frischem, humanem Lungegewebe ein Streptokokken-

Infektionsmodell zu etablieren. Während der Infektion sollte die Regulation der Zyklooxygenase und 

deren Metabolite sowie die Streptokokken induzierte Zytokinantwort analysiert werden. Ein weiteres 

Ziel war es, das Lungengewebe auch für ein Influenza A-Infektionsmodell zu verwenden. Dieses 

Modell sollte der Untersuchung der Replikation, des Zelltropismus und der induzierten 

Zytokinantworten verschiedener Influenzaviren dienen. Des Weiteren sollte in Bronchialepithelzellen 

der Einfluss einer Streptokokkeninfektion auf die Expression von antimikrobiellen Peptiden analysiert 

werden. 

4 Methodik 

4.1 Humanes Lungengewebe 

Im Rahmen der Lungentumorchirurgie fallen für die weitere Feindiagnostik unbenötigte Anteile von 

tumorfreiem Gewebe an. Aus diesem Gewebe wurden kleine zylindrische Fragmente (ca. 8x8x8 mm) 

präpariert und kultiviert. Die Aufklärung der Patienten sowie die Unterzeichnung der 

Einverständniserklärung zur Verwendung des Gewebes fanden vor dem chirurgischen Eingriff statt. 

Die Ethikkommission der Charite Universitätsmedizin Berlin hat die Studien genehmigt 

(Protokollnummer EA2/050/08 und EA2/023/07).  

4.1.1 Verwendung der Lungenproben im Streptokokken-Infektionsmodell 

Die Kultivierung der Lungenproben erfolgte für 24 h in mit 10 % hitzeinaktiviertem FCS 

supplementiertem RPMI 1640 Medium. Um eine möglichst gleichmäßige und vollständige 

Stimulation des Gewebes zu gewährleisten, wurden 200 µl des Kontroll- oder Infektionsmediums pro 

100 mg Gewebe an verschiedenen Stellen in das Gewebe injiziert. Die anschließende Kultivierung der 

Lungenproben fand für die jeweils angegeben Zeitwerte im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO2 statt. 
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4.1.2 Verwendung der Lungenproben im Influenza-Infektionsmodell 

Die Lungenproben wurden für 24 h in mit 0,3 % BSA, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 

100 µg/ml Streptomycin supplementiertem RPMI 1640 kultiviert. Der Infektion der Proben mit 4x105 

PFU für 1 h folgte ein Waschschritt um überschüssige Viren zu entfernen. Virustiterbestimmungen für 

die Wachstumskurven erfolgten mittels MDCK Assay nach bereits beschriebener Methode [43]. Die 

folgende Virenstämme fanden Verwendung: A/Thailand/1(Kan-1)/2004(Thai/04(H5N1)), 

A/Bayern/63/2009 (Bay/09(H1N1pdm)), A/New Caledonia/20/1999 (NC/99(H1N1)), 

A/Panama/2007/1999 (Pan/99(H3N2)), A/duck/Alberta/60/76 (Dk/Alb(H12N5)) und 

A/swine/Wisconsin/1/67 (Sw/Wis(H1N1)). Die Anzucht aller humanen Stämme erfolgte in MDCK 

Zellen, während die aviären und porzinen Stämme in 11 Tage alten befruchteten Hühnereiern 

vermehrt wurden. 

4.2 Bakterienstämme 

Der bekapselte Stamm S. pneumoniae D39 Serotyp 2 (NCTC7466) und die aus diesem Stamm 

entwickelte unbekapselte Variante S. pneumoniae R6X sowie die Pneumolysin negative 

Doppelmutante R6X∆ply wurden, wie bereits beschrieben, kultiviert [44]. Nach Zentrifugation und 

Resuspendierung im jeweiligen Infektionsmedium erfolgte die Verdünnung der Suspension bis zum 

Erreichen der gewünschten Infektionsdosis. 

4.3 Streptokokkenwachstum 

Um das Wachstumsverhalten von S. pneumoniae genauer zu untersuchen, wurde humanes 

Lungengewebe infiziert und direkt nach der Infektion bzw. nach 8 h Infektionsdauer mittels Fast Prep 

Homogenisator aufgeschlossen. Dem Aufschluss folgte ggf. eine Verdünnung des Überstandes und die 

Ausplattierung auf Agarplatten. Nach Inkubation über Nacht und Auszählung der Kolonien erfolgte 

die Bestimmung der Keimlast. 

4.4 Immunhistochemie und konfokale Immunfluoreszenz 

Nach Infektion der Lungenproben mit Influenzaviren oder Streptokokken wurden diese in 

Formaldehyd fixiert und anschließend automatisiert für die Histologie vorbereitet. Nach der 

Entparaffinierung diente das Kochen der Schnitte in Natrium-Citrat Puffer der Antigendemaskierung. 

Der Permeabilisierung folgte eine Inkubation mit auf den Sekundärantikörper angepasstem Serum zur 

Blockade unspezifischer Bindungen. Die anschließende Inkubation der Primärantikörper geschah über 

Nacht. In der Immunhistochemie erfolgte die Detektion des Primärantikörpers mittels mit alkalischer 

Phosphatase gekoppeltem Sekundärantikörper. Der durch die Phosphatase umgesetzte Farbstoff 

FastRed diente der Visualisierung der Antikörperbindung. Dieser Farbstoff fand ebenfalls 

Verwendung in der Lektinfärbung, welche an α-2,3SA und α-2,6SA gebundene Lektine darstellt. Die 

Inkubation mit Mayers Hämalaun Lösung ermöglichte die Gegenfärbung der Zellkerne. Um 

Doppelfärbungen mittels konfokaler Immunfluoreszenz untersuchen zu können, kamen 
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Sekundärantikörper zum Einsatz, die an verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt sind. Als Typ I 

und II Epithelzellmarker wurden anti-caveolin 1 bzw. anti-pro-surfactant protein C Antikörper 

verwendet. Anti-CD68 Antikörper dienten der Visualisierung von Alveolarmakrophagen. Zur 

Dokumentation aller Hellfeld Färbungen kam ein Zeiss Pascal 5 Mikroskop zum Einsatz. Jegliche 

Fluoreszenzfärbungen wurden mit einem konfokalen Zeiss LSM 780 Mikroskop untersucht. 

4.5 Western Blot 

Western Blot Analysen erfolgten wie zuvor beschrieben [45]. BEAS-2B Zelllysate oder 

Lungenhomogenate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulose Membranen 

transferiert. Nach Blockade der Membran erfolgte die Inkubation der Primärantikörper über Nacht. 

Nach Inkubation des fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörpers diente der Odyssey Infrarot Scanner 

der Detektion der Proteine. 

4.6 PGE2 ELISA 

Die PGE2 Konzentration im unbehandelten Überstand infizierter Lungenproben wurde mittels ELISA 

bestimmt. 

4.7 hBD-2 und 3 ELISA 

Überstände von infizierten BEAS-2B Zellen wurden zunächst mittels Ultrafiltration 10-fach 

konzentriert. Anschließend erfolgte die Quantifizierung mittels hBD-2 und 3 ELISA.  

4.8 Zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) ELISA  

Lungengewebe wurde nach der Stimulation gewogen und in ein 8-faches Volumen Trichloressigsäure 

überführt. Nach dem Zellaufschluss durch den FastPrep Homogenisator erfolgte die Bestimmung der 

cAMP Konzentration mittels ELISA.  

4.9 Massenspektrometrie 

Überstände von infiziertem Lungengewebe wurden hinsichtlich freier und lipidgebundener 

Prostanoide nach bereits beschriebener Methode untersucht [46]. 

4.10 Quantitative PCR 

RNA wurde aus Lungengewebe mittels TRIZOL Extraktion gewonnen und revers transkribiert. 

Danach erfolgte eine quantitative PCR. Um die Anzahl an EP-Rezeptor Kopien exakt bestimmen zu 

können, wurden Plasmide mit klonierten EP-Rezeptor und GAPDH cDNAs zur Erstellung einer 

Standardkurve verwendet. Die genauen Primer Sequenzen können dem Supplement von Publikation 1 

entnommen werden. 

4.11 hBD-2 und 3 und Toll-like-Rezeptor 2 (TLR-2) Polymerase Kettenreaktion (PCR) 

Aus BEAS-2B Zellen isolierte und revers transkribierte RNA wurde mittels semi-quantitativer PCR 

amplifiziert und durch Agarose Gelelektrophorese visualisiert. Die Sequenzen für die spezifischen 
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Primer für die Amplifikation von GAPDH, hBD-2 und 3 und TLR-2 können der Publikation 3 

entnommen werden. 

4.12 RNS Interferenz in BEAS-2B Zellen 

Kontrol siRNA und TLR-2 spezifische siRNA wurden mittels siRNA-lipoplexen nach bereits 

beschriebener Methode in BEAS-2B Zellen transfiziert [47]. Die jeweiligen Sequenzen der Primer 

können Publikation 3 entnommen werden. 

4.13 Bioplex Protein Array System  

In den Überständen von Streptokokken infizierten Lungenproben wurden die Konzentrationen von 

folgenden Zytokinen mittels Bioplex Protein Array System bestimmt: Tumornekrosefaktor (TNF)-α, 

Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF), IL-1 Rezeptorantagonist (ra), 

Plättchen-abgeleiteter Wachstumsfaktor (PDGF), vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF), 

Makrophagen inflammatorisches Protein (MIP)-1α, Interleukin (IL-)-1β, IL-17, IL-10, IL-15, IL-6 und 

IL-8. 

4.14 Chromatin Immunopräzipitation (ChIP) 

Die ChIP erfolgte wie beschrieben [48, 49]. Die verwendeten Sequenzen der Primer sind aus der 

Publikation 3 ersichtlich. 

4.15 S. pneumoniae Replikationsversuche 

Die Kultivierung von D39 und R6X erfolgte in Keratinozyten SFM mit 1 % FCS und steigenden 

Konzentrationen von rekombinantem hBD-2 und 3. Ausplattierung der jeweiligen 

Bakteriensuspension und Bestimmung der Keimzahl ermöglichte die Beurteilung der antimikrobiellen 

Wirkung. 

4.16 Zytokinbestimmung nach Influenza A Virusinfektion 

Nach Inaktivierung des Virus wurden Interferon gamma-induziertes Protein 10 (IP-10) und MIP-1β 

mittels Procarta Cytokine Assay Kit in Überständen infizierter Lungenproben detektiert. Die 

Bestimmung von Interferon (IFN)-β und IL-1β Konzentrationen erfolgte mittels ELISA. 

4.17 Transmissionselektronenmikroskopie  

Mit Influenzaviren infizierte Lungenproben wurden zunächst fixiert und anschließend dehydriert. Die 

durch ein Ultramikrotom angefertigten Gewebeschnitte wurden gegenfärbt und mit einem TEM 902 

Mikroskop untersucht. Die Dokumentation der Ergebnisse erfolgte mit einer slow-scan CCD Kamera. 

4.18 Statistische Auswertung 

Die jeweils angewandten statistischen Methoden sind aus den einzelnen Veröffentlichungen 

ersichtlich. 
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5 Ergebnisse 

5.1 Einfluss von S. pneumoniae auf die Regulation der Zyklooxygenase-2 in humanem 
Lungengewebe (Publikation 1, European Respiratory Journal, 2012) 

Diese Studie untersuchte den Einfluss einer Infektion mit dem Pneumonieerreger S. pneumoniae auf 

die Regulation der COX-1 und 2 in humanem Lungengewebe. Voraussetzung für die 

Reproduzierbarkeit der Ergebnisse ist ein gleichmäßiges und kontrolliertes Erregerwachstum in der 

Gewebeprobe. Innerhalb von 8 h nach der Infektion stieg die Erregerzahl um bis zu 3 logarithmische 

Stufen. Weiterhin führte die Infektion zeitabhängig zur Induktion des COX-2 Proteins, wohingegen 

kein Einfluss auf die im Lungengewebe konstitutiv exprimierte COX-1 feststellbar war. In der 

Immunhistochemie zeigte sich in infizierten Lungenproben eine zelltypspezifische Induktion der 

COX-2 in Alveolarmakrophagen, im vaskulären Endothel sowie in den alveolaren Epithelzellen 

(AEC). Diese ex vivo Befunde fanden Bestätigung in Lungengewebe von Patienten mit florider 

Pneumonie in welchem die COX-2 ebenfalls in AEC detektiert werden konnte. Mittels Doppelfärbung 

in der Immunfluoreszenz konnte dokumentiert werden, dass nur Typ II Pneumozyten, nicht jedoch 

Typ I Pneumozyten, die COX-2 exprimieren. Bei Verwendung eines proinflammatorischen Stimulus 

(TNF-α/IL-1β) anstelle des Erregers war ein gleiches Expressionsschema zu beobachten.  

Um Rückschlüsse auf die enzymatische Aktivität der COX-2 ziehen zu können, wurde das durch 

COX-2 synthetisierte PGE2 im Überstand von infiziertem Lungengewebe quantifiziert. 16 h nach 

Infektion stieg die PGE2 Konzentration signifikant an. Die selektive Inhibition der COX-2 blockierte 

den Konzentrationsanstieg von PGE2. Da frühere in vitro Studien in immortalisierten 

Lungenepithelzelllinien eine Abhängigkeit der COX-2 Expression von der Mitogen-aktivierten 

Proteinkinasen (MAPK) Aktivität zeigten [23], sollte dieser Zusammenhang auch im Lungenmodell 

untersucht werden. Die Streptokokkeninfektion führte zur Phosphorylierung und damit zur 

Aktivierung der p38 MAPK, wohingegen die extrazellulär regulierten Kinasen 1 und 2 (ERK) bereits 

in unstimuliertem Gewebe phosphoryliert und aktiviert waren. Dennoch hatte sowohl die Inhibition 

der p38 MAPK als auch der ERK während der Infektion die Unterdrückung der COX-2 Expression 

und damit konsekutiv die Verhinderung der PGE2 Bildung zur Folge. In vitro Studien, in denen 

Lungenfibroblasten von Mäusen verwendet wurden, zeigten einen positiven Feedback Loop des 

produzierten PGE2 auf die COX-2 Expression [50]. Im humanen Lungenmodell hatte jedoch weder die 

Inhibition der COX-2 noch die alleinige Stimulation mit PGE2 einen Einfluss auf die COX-2 

Expression.  

Die Aktivität der COX-2 führt neben der PGE2 Sekretion zur Bildung einer Reihe anderer biologisch 

aktiver Metabolite [51]. Deren Synthese ist abhängig von weiteren Synthasen, deren Expression sich 

von Gewebe zu Gewebe unterscheidet [52]. Daher kann es zu unterschiedlichen Mediatorprofilen in 

verschiedenen Geweben kommen. Um ein Metabolitenprofil in der Lunge nach Infektion zu ermitteln, 

wurden die Konzentrationen von 6-keto PGF1α, Thromboxan B2 (TXB2), PGE2, PGH2, PGE2-

Ethanolamid, PGF2α, und 8-iso-PGE1 bestimmt. Dabei wurde ein signifikanter Anstieg nach der 



Ergebnisse 9

Infektion und eine signifikante Abnahme nach vorheriger selektiver COX-2 Inhibition für den 

Metabolit PGE2 gemessen. Für die Metabolite 6-keto-PGF1α und TXB2 zeigte sich ein gleicher, jedoch 

nicht signifikanter Trend. Die Konzentrationen der anderen Metabolite zeigten keine Tendenz oder 

waren nicht nachweisbar. 

Die Wirkung von PGE2 wird hauptsächlich durch die EP-Rezeptoren1-4 vermittelt [16]. Die Expression 

der EP-Rezeptoren1-3 ist im Lungengewebe auf ähnlichem Niveau, im Vergleich zur EP4-Rezeptor 

Expression jedoch deutlich geringer. Die spezifische Aktivierung des EP4-Rezeptors führte zum 

Anstieg der intrazellulären cAMP Konzentration. 

Verschiedene Studien haben den Einfluss von PGE2 auf die Regulation von Zytokinen nachgewiesen 

[17-20]. Um diesen Zusammenhang im humanen Lungenmodell näher zu untersuchen, wurden 

unbehandelte sowie COX-2 inhibierte Lungenproben infiziert. Die Verwendung des BioPlex Protein 

Arrays ermöglichte die Quantifizierung einer Vielzahl von Zytokinen in den entsprechenden 

Überständen. Die Pneumokken-Infektion verursachte einen Anstieg von TNF-α, IL-1ß, PDGF, GM-

CSF, IL-17, IL-10, IL-1ra und IL-15, während die Konzentrationen von IL-6, IL-8 und MIP-1α 

unverändert blieben. Bei vorheriger Inhibition der COX-2 führte die Infektion zu einem signifikanten 

Anstieg von PDGF und einem leichten, aber nicht signifikanten Anstieg von TNF-α (p < 0.09) und 

GM-CSF (p < 0.15). Alle anderen durch die Infektion induzierten untersuchten Zytokine wurden 

durch die COX-2 Inhibition nicht beeinflusst. 

5.2 Influenza A Viren infizieren Typ II Pneumozyten in humanem Lungengewebe 
(Publikation 2, The Journal of Infectious Diseases, 2012) 

In dieser Studie wurde das Infektionsverhalten von Influenza A Viren in humanem Lungengewebe 

untersucht. Dazu wurde zunächst das Wachstum verschiedener Influenza A Viren über einen Zeitraum 

von 48 h verglichen. Im Vergleich zum saisonalen Pan/99(H3N2) und dem hoch-pathogenen 

Thai/04(H5N1) Virus, welche sich beide stark vermehrten, erhöhte sich der Virustiter des niedrig-

pathogenen aviären Dk/Alb(H12N5) Virus nur geringfügig. Des Weiteren replizierten die saisonalen 

und pandemischen NC/99(H1N1) und Bay/09(H1N1pdm) Viren in ähnlich hohem Maße, während die 

Replikation des klassischen porzinen Sw/Wis(H1N1) Virus im Vergleich stark eingeschränkt war. Um 

die mögliche Ursache für das unterschiedliche Wachstumsverhalten zu ermitteln, wurde der zelluläre 

Tropismus der Viren mittels Immunhistochemie untersucht. Trotz der schwachen Vermehrung der 

niedrig pathogenen aviären und klassischen porzinen Viren konnte virales Antigen in der humanen 

Lunge nachgewiesen werden. Doppelfärbungen demonstrierten, dass alle eingesetzten Virusstämme 

gleichermaßen primär Typ II Pneumozyten infizierten. Es konnte kein virales Antigen in Typ I 

Pneumozyten detektiert werden, obwohl durch spezifische Lektinfärbungen Rezeptoren für aviäre und 

humane Viren sowohl auf Typ II als auch auf Typ I Pneumozyten nachweisbar waren. Durch weitere 

Doppelfärbungen konnte gezeigt werden, dass alle verwendeten Stämme ebenfalls 

Alveolarmakrophagen infizieren. Die Quantifizierung von infizierten Zellen in Gewebeschnitten 

zeigte, abhängig vom Virusstamm, etwa 4 %-11 % infizierte Makrophagen und 89 %-96 % infizierte 

Typ II Pneumozyten. Die exklusive Typ II Pneumozyten-Infektion konnte zudem auch in mit 
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Pan/99(H3N2) Virus infizierten Lungenproben in der Transmissions Elektronen Mikroskopie 

verifiziert werden. Zellen, an denen knospende Viruspartikel erkennbar waren, wurden durch das 

Vorhandensein von multilamellären Körperchen eindeutig als Typ II Pneumozyten identifiziert.  

Um die induzierte Immunantwort nach Infektion mit verschiedenen Influenzaviren im Lungengewebe 

zu vergleichen, wurden im Überstand mehrere Zytokinkonzentrationen bestimmt. Die Infektion mit 

den saisonalen Pan/99(H3N2) und NC/99(H1N1) Virusstämmen als auch mit pandemischem 

Bay/09(H1N1pdm) Virus führte lediglich zu einem geringen Anstieg der Zytokine IP-10, MIP-1β, 

IFN-β und IL-1β. Dahingegen bewirkte das hoch-pathogene Thai/04(H5N1) Virus eine starke 

Induktion der gemessenen Zytokine. Besonders auffällig ist, dass das niedrig-pathogene aviäre 

Dk/Alb(H12N5) Virus weitaus höhere Zytokinkonzentrationen hervorrief als die saisonalen 

Pan/99(H3N2) und NC/99(H1N1) Virusstämme. Das klassische porzine Sw/Wis(H1N1) Virus 

hingegen provozierte eine schwache Zytokinantwort. Im Vergleich zu Infektionen mit saisonalen 

Viren induzierte es jedoch höhere IP-10 Konzentrationen. 

5.3 S. pneumoniae induziert humanes ß-Defensin-2 und 3 in humanen Lungenepithelzellen 
(Publikation 3, Experimental Lung Research, 2011) 

Diese Studie untersuchte den Einfluss einer Streptokokkeninfektion auf die Regulation von 

antimikrobiellen Peptiden in humanen Lungenepithelzellen. Zunächst konnte ein 

konzentrationsabhängiger antimikrobieller Effekt von hBD-2 und 3 sowohl gegenüber dem 

bekapselten Stamm D39 als auch gegenüber der unbekapselten Variante R6X nachgewiesen werden. 

Die antimikrobielle Wirkung war dabei ausgeprägter gegenüber D39. In der Bronchialepithelzelllinie 

BEAS-2B konnte demonstriert werden, dass die Infektion mit D39 und R6X zu einer erhöhten 

Freisetzung von hBD-2 und 3 in den Überstand führt. Die Infektion von kultivierten, primären 

humanen Epithelzellen (SAEC) mit D39 zeigte den gleichen Befund. 

Weiterhin sollte geklärt werden, welche Faktoren für die Induktion der Peptide essenziell sind. 

Zunächst wurde die Rolle der bakteriellen Viabilität und des Exotoxins Pneumolysin untersucht. Es 

konnte gezeigt werden, dass sowohl eine Infektion mit hitzeinaktivierten als auch mit Pneumolysin-

negativen Streptokokken zur Induktion beider Defensine führt. Um die Funktion des TLR-2 

hinsichtlich der hBD-2 und 3 Induktion zu untersuchen, wurde dessen Expression mittels spezifischer 

siRNA in BEAS-2B Zellen gehemmt. In Kontrollzellen, die mit unspezifischer siRNA transfiziert 

wurden, führte eine Streptokokkeninfektion zur Induktion von hBD-2 und 3, wohingegen Zellen mit 

geringer TLR-2 Expression während der Infektion signifikant weniger hBD-2 und 3 bildeten. 

Da die Aktivierung des TLR-2 zur Aktivierung von MAPK führen kann [53], wurde untersucht, ob die 

Infektion von BEAS-2B Zellen mit Streptokokken zur MAPK Aktivierung führt. Es zeigte sich eine 

Aktivierung der MAPK ERK, p38 und c-Jun N-terminale Kinase (JNK) nach Infektion. Des Weiteren 

hatte die Inhibition dieser aktivierten MAPK keinen Einfluss auf die Streptokokken induzierte Bildung 

von hBD-2. Dahingegen reduzierte die Inhibition der JNK die Bildung von hBD-3. Andere Studien 

zeigten eine wichtige Rolle der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) in der hBD-2 Regulation [54]. 

Dieser Befund konnte in dieser Studie im Zusammenhang mit der Streptokokkeninfektion von BEAS-
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2B Zellen bestätigt werden. Eine Blockade der PI3K vor der Infektion reduzierte die hBD-2 Bildung 

durch BEAS-2B Zellen.  

Der hBD-2 Promoter wie auch der hBD-3 Promoter besitzen Bindungsstellen für die 

Transkriptionsfaktoren NF-κb und AP-1. Da diese bereits mit der transkriptionellen Aktivierung von 

hBD-2 und 3 in Zusammenhang gebracht wurden [55-57], sollte deren Rolle im Kontext der 

Streptokokkeninfektion untersucht werden. Es zeigte sich, dass die Inhibition des Proteasoms und der 

Aktivierung von NF-κb die Streptokokken abhängige hBD-2 Bildung in BEAS-2B Zellen reduzierte. 

Die Expression von hBD-3 hingegen blieb unverändert. Ein weiterer Hinweis für die Beteiligung von 

NF-κb an der hBD-2 Bildung konnte mittels Chromatin Immunopräzipitation erbracht werden. 

Während der Infektion zeigte sich eine erhöhte Bindung der NF-κB Untereinheit p65/Rel A an den 

hBD-2 Promoter. Die gleichzeitig gemessene verstärkte Rekrutierung der RNA Polymerase an den 

Promoter spricht für die gesteigerte Transkription des hBD-2 Gens. Es gibt Evidenz, dass JNK den 

Transkriptionsfaktor AP-1 aktivieren kann [58]. Mittels Chromatin Immunopräzipitation konnte 

gezeigt werden, dass die AP-1 Untereineinheit c-Jun während der Infektion verstärkt zum hBD-3 

Promoter rekrutiert wird. Außerdem kam es ebenfalls zur gesteigerten Bindung der RNA-Polymerase 

an den Promoter, was eine transkriptionelle Aktivierung des Gens vermuten lässt. 

6 Diskussion 

Ein elementares Problem der Grundlagenforschung ist die Übertragbarkeit von Versuchsergebnissen 

aus Zellkultur– oder Tierversuchen auf die Situation im Menschen. Im Gegensatz zur primären 

Gewebekultur basieren klassische Zellkulturversuche in der Regel auf immortalisierten Zelllinien 

eines einzigen Zelltyps. Weiterhin kann das häufige Passagieren der Zelllinien im Laufe der Zeit zu 

signifikanten genetischen Veränderungen führen. So demonstrierte eine Studie beispielsweise die 

unterschiedliche Expression von MHC-II Molekülen auf frisch isolierten Typ II Pneumozyten und 

A549 Zellen [59]. Ein weiteres tragisches Beispiel für die begrenzte Übertragbarkeit von Tiermodellen 

auf den Menschen ist eine klinische Studie der Phase 1 aus dem Jahr 2006, in welcher ein 

therapeutischer Antikörper erstmalig im Menschen erprobt werden sollte. Obwohl 500-fach niedriger 

dosiert als in den erfolgreichen Tierversuchen, kam es bei den Probanden zu einem 

lebensbedrohlichen Multiorganversagen [60]. Deshalb ist es von großer Bedeutung, Ergebnisse aus 

Zellkultur- und Tiermodellen nach Möglichkeit in humanen Proben zu verifizieren. Im Zuge dieser 

Doktorarbeit wurde humanes Lungengewebe verwendet um ein ex vivo Infektionsmodell zu etablieren, 

welches die genauere Erforschung sowohl der Streptokokken- als auch der Influenza A Virusinfektion 

an lebendem Gewebe ermöglicht. Der große Vorteil dieses Modells liegt im Erhalt der komplexen 

dreidimensionalen Lungenstruktur. Dies erlaubt eine differenzierte Untersuchung der 

unterschiedlichen Zelltypen und deren Wechselwirkung im nativen Gewebeverband der Lunge. 

Außerdem gewährleistet das Modell bedingt durch die relativ kurze Kultivierungszeit eine sehr hohe 

genetische Authentizität der Zellen im Vergleich zu häufig passagierten Zellkulturen. Auch 

Alveolarmakrophagen befinden sich in diesen Gewebekulturen und können die inflammatorische 
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Antwort erheblich beeinflussen [61]. Weiterhin bietet dieses Modell die Möglichkeit Patientenproben 

aufgrund von spezifischen Merkmalen wie Vorerkrankungen, Rauchen, Alter oder Geschlecht zu 

gruppieren um so deren Einfluss auf die immunologische Antwort zu bestimmen. Nicht zuletzt können 

derartige Modelle dazu beitragen die Anzahl an ethisch umstrittenen Tierversuchen zu reduzieren. Wie 

alle Modelle besitzt auch dieses Einschränkungen. Das Gewebe liegt isoliert vor, wodurch zum einen 

keine Immunzellen mehr aus dem Blutkreislauf rekrutiert werden können und zum anderen ist die 

nutritive Ver- und Entsorgung stark eingeschränkt. Zudem ist die natürliche Sauerstoffzufuhr über die 

Atmung nicht mehr vorhanden und es erfolgt keine Ventilation der Alveolen und Perfusion der 

Kapillaren. Dadurch könnten Prozesse wie Apoptose oder Nekrose ausgelöst werden, die 

möglicherweise die Inflammationsantwort beeinflussen. Nicht publizierte Daten zeigen jedoch, dass es 

nach 24 stündiger Kultur nur zu einem geringfügigen Anstieg der Laktatdehydrogenase kommt, 

welcher ein Indikator für Zellschädigung ist. Außerdem konnte auf Proteinebene keine Aktivierung 

der für die Apoptose benötigten Effektorcaspasen 3 oder 6 nachgewiesen werden. Daher ist der 

Zelluntergang in diesem zeitlichen Rahmen unter den gewählten Bedingungen vermutlich von 

geringerer Relevanz. Weiterhin unterscheidet sich der natürliche Infektionsweg von dem des Modells. 

Die Erreger gelangen direkt ins Lungengewebe und umgehen damit den Weg von der Trachea bis zum 

alveolären Kompartiment. Diese Einschränkungen reduzieren andererseits die Komplexität des 

Modells, da die Immunantwort hier lediglich innerhalb der Gewebeprobe betrachtet wird und nicht als 

Teil des Gesamtorganismus. Die Aussage, die dieses Modell liefern kann, ist dadurch auf kleine 

Wissenseinheiten beschränkt, diese haben jedoch eine hohe analytische Aussagekraft. Auf diesem 

Wege kann die direkte Interaktion der Pathogene mit im Lungengewebe vorhandenen alveolären 

Epithelzellen, Endothelzellen oder Alveolarmakrophagen untersucht werden.  

6.1 Einfluss von S. pneumoniae auf die Regulation der Zyklooxygenase-2 

Im Streptokokken-Infektionsmodell zeigten Wachstumsversuche, dass sich der Erreger in der Lunge 

innerhalb von wenigen Stunden um mehrere logarithmische Stufen vermehrte. Die Infektion führte zu 

einer hohen Induktion der COX-2, während die COX-1 konstitutiv exprimiert war. 

Immunhistologische Untersuchungen demonstrierten eine durch S. pneumoniae induzierte COX-2 

Expression in Alveolarmakrophagen sowie in Epithel– und Endothelzellen. Dieser Befund konnte in 

alveolären Epithelzellen in Lungenschnitten von Pneumoniepatienten verifiziert werden. Bei 

genauerer Untersuchung der Epithelzellen stellte sich heraus, dass ausschließlich Typ II Pneumozyten, 

nicht jedoch Typ I Pneumozyten, die COX-2 vermehrt exprimierten. Ein gleiches Expressionsschema 

zeigte sich auch bei einer Stimulation des Gewebes mit den proinflammatorischen Zytokinen TNF-α 

und IL-1β. Diese Ergebnisse stimmen mit anderen Studien überein, welche die Induktion der COX-2 

durch Streptokokken und/oder TNF-α/IL-1β in Bronchialepithel- sowie glatten Muskelzellen 

beschreiben [22-24, 62]. Die exklusive Expression der COX-2 in Typ II Pneumozyten deckt sich mit 

einer Studie von Khan et al. die diesen Befund im Zusammenhang mit einer schweren Pneumonie 

beim Affen beschreibt [63]. Es befanden sich Erreger in Arealen, in denen keine COX-2 Induktion 
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detektierbar war. Umgekehrt existierten ebenfalls Areale mit induzierter COX-2 und keinen Erregern 

in der unmittelbaren Umgebung. Dies lässt darauf schließen, dass kein direkter Kontakt der 

Streptokokken mit den Zielzellen erforderlich ist, um die COX-2 Induktion auszulösen. Vielmehr 

scheinen sekretierte Metabolite, entweder der Lunge selbst oder des Erregers, zur COX-2 Induktion zu 

führen. Dafür spricht ebenfalls die COX-2 Induktion durch alleinige Stimulation des Gewebes mit 

Zytokinen.  

 

Über die COX-2 und weitere Synthasen wie z.B. die Prostacyclin und Thromboxan Synthase können 

eine Reihe von Prostanoiden synthetisiert werden [51]. In infizierten Lungenproben stieg die 

Konzentration von PGE2, 6-keto-PGF1α und TXB2. Dieser Anstieg ließ sich durch selektive Inhibition 

der COX-2 unterdrücken. Eine Konzentrationszunahme weiterer Prostanoide war nicht messbar. Wie 

bereits in anderen Studien beschrieben [64, 65], scheint PGE2 eines der Hauptprodukte von humanen 

Lungenzellen zu sein, welches Einfluss auf die proinflammatorischen Eigenschaften von neutrophilen 

Granulozyten besitzt [66]. Hinweise aus Experimenten mit Bronchialepithelzellen indzieren, dass 

MAPK die Induktion der COX-2 vermitteln [23]. Im Streptokokken-Infektionsmodell kam es während 

der Infektion zur Aktivierung der p38 MAPK, wohingegen die ERK bereits vor der Infektion aktiviert 

waren. Die p38 MAPK Aktivierung wurde ebenfalls in einem ex vivo Streptokokken-Infektionsmodell 

von Xu et al. gezeigt [61]. Selektive Inhibition der Kinasen p38 und ERK im Lungengewebe 

unterdrückte die S. pneumoniae induzierte COX-2 Expression, sowie es bereits in 

Bronchialepithelzellen beschrieben wurde [23]. Im Unterschied zum Lungengewebe sind die ERK 

Kinasen nicht aktiviert in unbehandelten Bronchial – sowie Alveolarepithelzellen [22, 24]. Die ERK 

ist bereits direkt nach Entnahme des Gewebes aktiviert. Mögliche Ursache dafür könnte der durch den 

chirurgischen Eingriff ausgelöste Stress bzw. das weitere Zuschneiden des Gewebes sein. In einer 

anderen Studie konnte ebenfalls eine erhöhte ERK Aktivierung in Kontrollschnitten von humanem, 

intaktem Lungengewebe beobachtet werden, welche sich durch Stimulation jedoch weiter steigern ließ 

[67]. Interessanterweise reicht die alleinige Aktivität der ERK Kinasen nicht aus um die COX-2 zu 

induzieren. 

In einigen Modellen wird sowohl ein positiver als auch ein negativer Feedback Loop für die COX-2 

Expression beobachtet [50]. Im Lungengewebe konnte jedoch kein Feedback Loop festgestellt werden, 

da weder die Inhibition der COX-2 noch die direkte Stimulation mit PGE2 einen Einfluss auf die 

COX-2 Expression hatte.  

Die Wirkung von PGE2 wird über vier EP Rezeptoren vermittelt [16]. Die Aktivierung des EP1 

Rezeptors kann zu einer Erhöhung der intrazellulären Calcium Konzentration führen, während die 

Aktivierung der EP2 und EP4 Rezeptoren zu einem Anstieg der intrazellulären cAMP Konzentration 

führt. Die EP3 Rezeptor Aktivierung kann bedingt durch verschiedene Splice Varianten sowohl den 

Anstieg als auch eine Reduzierung der cAMP Konzentration auslösen [68]. Im hier verwendeten 

Lungengewebe wurde sowohl die Expression als auch die Funktion der Rezeptoren untersucht. Die 
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Infektion mit S. pneumoniae beeinflusst nicht die Expression der vier Rezeptoren auf mRNA Ebene. 

Im Gegensatz dazu wurde während einer Moraxella catarrhalis Infektion von Bronchialepithelzellen 

eine Hochregulation des EP2 und des EP4 Rezeptors beobachtet [24]. Darüber hinaus resultierte die 

Stimulation mit PGE2 sowie die spezifische Aktivierung des EP4 Rezeptors im Lungenmodell zu 

einem Anstieg der intrazellulären cAMP Konzentration. Diese Ergebnisse stimmen mit einer Studie 

überein, welche den Anstieg der cAMP Konzentration in der Bronchialepithelzelllinie Calu-3 nach 

Stimulation mit spezifischem EP4 Rezeptoragonisten und PGE2 demonstriert [69]. Dagegen zeigten 

Joy et al., dass die Applikation sowohl von PGE2 als auch des EP4 Rezeptoragonisten keine cAMP 

Erhöhung in Calu-3 Zellen bewirkt [70]. Diese unterschiedlichen Befunde sind möglicherweise auf ein 

anderes experimentelles Design zurückzuführen. Zum einen sind die Zellen in dieser Studie kürzer 

stimuliert worden, zum anderen wurde kein Phosphodiesterase Inhibitor verwendet, welcher einen 

schnellen cAMP Abbau verhindert und damit eine Detektion erleichtert. 

Verschiedene Studien haben den Anstieg von Zytokinen nach Infektion mit S. pneumoniae in vitro, 

in vivo und ex vivo beschrieben [61, 71, 72]. Auch im humanen Lungengewebe führte die Infektion 

zum Anstieg von TNF-α, IL-1β, GM-CSF, PDGF, IL-10, IL-1ra, IL-15 und IL-17. Dahingegen war 

eine Konzentrationszunahme der Zytokine IL-6, IL-8 MIP-1α und VEGF nicht messbar. Dies könnte 

durch zelltypspezifische Expression in Bronchialepithelzellen erklärt werden, welche in diesem 

Modell nicht vorhanden sind. Weiterhin könnte sich die Zytokinregulation in primärem 

Lungengewebe von der in immortalisierten Zelllinien grundsätzlich unterscheiden. Für PGE2 sind 

in vitro verschiedene Wirkungen auf die Regulation von Zytokinen beschrieben worden. Sowohl die 

Induktion von IL-10 als auch die Inhibition von GM-CSF, TNF-α, IL-12 oder PDGF wurde 

dokumentiert [17-20, 73]. In Übereinstimmung mit diesen Studien resultierte die Hemmung der PGE2 

Synthese mittels COX-2 Inhibition im Lungengewebe zur Erhöhung der Konzentration von PDGF. 

Des Weiteren verursachte die COX-2 Inhibition einen leichten, jedoch nicht signifikanten Anstieg von 

TNF-α und GM-CSF. Da im menschlichen Lungengewebe ein Summensignal verschiedener Zelltypen 

bestimmt wird, ist es durchaus möglich, dass gegensätzliche Regulierungen Zytokinkonzentrationen 

egalisieren. Mögliche, gegensätzliche zelltypspezifische Zytokinfreisetzungen können dadurch nicht 

detektiert werden. Weiterhin ist denkbar, dass PGE2 hauptsächlich auf einwandernde Immunzellen 

wirkt, die im hier eingesetzten Modell nicht vorhanden sind. 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Ergebnisse. Die Infektion mit S. pneumoniae induziert im 

Lungengewebe die p38 und ERK MAPK abhängige Expression der Zyklooxygenase-2 (COX-2). Die 

Aktivität der COX-2 bewirkt einen Anstieg der Prostanoide PGE2, PGF1α und TXB2. Weiterhin führt 

die Infektion zu einem Anstieg von TNF-α, IL-1ß, IL-15, GM-CSF, IL-17, IL-10, IL-1ra und PDGF. 

Die Inhibition der COX-2 während der Infektion verstärkt den Anstieg von PDGF zusätzlich. Des 

Weiteren resultiert die Stimulation mit PGE2 sowie mit spezifischem EP4 Rezeptor Agonist (PGE1-

OH) in einem Anstieg der intrazellulären cAMP Konzentration.  
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6.2 Influenza A Viren infizieren Typ II Pneumozyten 

Ziel dieser Studie war es, das Infektionsverhalten verschiedener Influenzastämme in humanem, ex vivo 

kultiviertem Lungengewebe zu charakterisieren. Dabei sollte untersucht werden, inwieweit sich aviäre, 

humane und porzine Viren in der Replikation, dem Zelltropismus und der induzierten Zytokinantwort 

unterscheiden. Möglicherweise lassen sich dadurch Rückschlüsse auf die Ursachen der 

unterschiedlichen Pathogenität der verschiedenen Influenzaviren im menschlichen Wirt ziehen. Die 

verwendeten aviären und porzinen Viren replizierten nur sehr schwach in humanem Lungengewebe, 

während das hoch-pathogene aviäre Thai/04(H5N1) Virus sowie das saisonale NC/99(H1N1) Virus 

und das pandemische Bay/09(H1N1pdm) Virus sehr gut replizierten. Das Replikationsvermögen 

korreliert möglicherweise mit der Infektionshäufigkeit und dem Krankheitsverlauf beim Menschen. 

Generell treten Infektionen mit den klassischen aviären oder porzinen Viren beim Menschen eher 

selten auf und verlaufen meist mild [25, 74]. Infektionen durch saisonale Viren sind hingegen relativ 

häufig [75]. So infizieren sich jedes Jahr bis zu 15 % der Bevölkerung mit den aktuell zirkulierenden 

Viren [76]. Infektionen durch das Thai/04(H5N1) Virus sind deutlich seltener dokumentiert, jedoch 

durch eine hohe Mortalität charakterisiert [77, 78]. Lange Zeit wurde spekuliert, dass die 

Rezeptorausstattung der Lunge ausschlaggebend für das unterschiedliche Wachstumsverhalten aviärer 

und humaner Viren im humanen Wirt ist. Aktuelle Studien konnten jedoch nicht nur Rezeptoren für 

aviäre und humane Influenzaviren in der Lunge nachweisen [30], sondern auch die Bindung aviärer 

Viren an humane Lungenepithelzellen [32, 79]. Demnach scheint es weitere Faktoren zu geben, 

welche die Pathogenität der verschiedenen Influenzastämme beeinflussen. 

Weiterhin wurde postuliert, dass das aviäre hoch-pathogene H5N1 Virus bevorzugt Typ II 

Pneumozyten infiziert und darin der Grund der hohen Pathogenität des Virus liegen könnte [79]. Im 

Influenza A-Infektionsmodell konnten mittels Immunhistochemie aviäre und humane Rezeptoren 

sowohl auf Typ I als auch auf Typ II Pneumozyten detektiert werden, wodurch die Befunde der 

früheren Studien [30] bestätigt bzw. erweitert werden. Trotz der Expression beider Rezeptoren auf 

beiden Zelltypen infizierte keines der getesteten Viren Typ I, sondern ausschließlich Typ II 

Pneumozyten, was bereits für pandemischen und saisonalen Viren in humanem Lungengewebe 

beschrieben wurde [80]. Die Expression der Sialinsäurekonjugate auf der Zelloberfläche ist daher 

möglicherweise nicht die alleinige Vorraussetzung für eine erfolgreiche Influenza A Virusinfektion. 

Über die Relevanz der Rezeptoren gibt es Studien mit unterschiedlichen Aussagen. Aufgrund der 

Bindung von Influenzaviren an Sialinsäuren [28] wurde bisher angenommen, dass die 

Sialinsäureexpression ein notwendige Voraussetzung für eine Influenza A Virusinfektion ist. Neuere 

Studien zeigen jedoch eine erfolgreiche Infektion respiratorischer Epithelzellen, deren Sialinsäuren 

durch Neuraminidasebehandlung entfernt wurden [29, 81]. Insgesamt deuten die Ergebnisse dieser 

Studien daraufhin, dass neben der Sialinsäureexpression weitere Faktoren für die erfolgreiche 

Influenza A Vireninfektion eine Rolle spielen. In diesem Zusammenhang wird das Vorhandensein 

potentieller weiterer Rezeptoren diskutiert [81]. So gibt es Hinweise, dass zumindest die 
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endozytotische Aufnahme der Influenzaviren vom epidermalen Wachstumsfaktor Rezeptor (EGFR) 

abhängig ist [82]. Immunhistologische Untersuchungen an humanem Lungengewebe zeigten die 

EGFR Expression in Typ II nicht jedoch in Typ I Pneumozyten [83]. Es könnte daher spekuliert 

werden, dass Typ I Pneumozyten aus diesem Grund nicht infiziert werden. Diese Hypothese bedarf 

jedoch weiterer Untersuchungen. So könnte beispielsweise der EGFR vor der Infektion durch 

spezifische Antagonisten im Lungengewebe blockiert werden, um anschließend die Auswirkung auf 

die Typ II Pneumozyten Infektion zu untersuchen. 

Da alle getesteten Viren Typ II Pneumozyten infizieren kann ihre variierende Virulenz nicht durch 

einen unterschiedlichen Zelltropismus im peripheren Lungengewebe erklärt werden. Den Typ II 

Pneumozyten kommt dementsprechend eine entscheidende Rolle während der Influenza A Infektion 

im tiefen Respirationstrakt zu. 

Neben den Typ II Pneumozyten infizierten alle getesteten Influenzastämme in deutlich geringerem 

Maße auch Alveloarmakrophagen. Die positive Alveolarmakrophagenfärbung könnte einerseits auf 

die Replikation der Viren, andererseits auf infizierte, phagozytierte Zellen zurückzuführen sein. In 

anderen Studien ist die Infektion von isolierten Alveolarmakrophagen durch humane und aviäre Viren 

beschrieben [84-86]. Es kann daher vermutet werden, dass es auch in diesem Infektionsmodell zu 

einer Infektion von Alveolarmakrophagen kommt. Aufgrund der prozentual geringen Anzahl an 

infizierten Makrophagen spielen diese bei der Virusreplikation vermutlich eher eine untergeordnete 

Rolle. Dafür könnten sie einen entscheidenden Beitrag zur Zytokinproduktion leisten, wie bereits in 

einem anderen Lungeninfektionsmodell mit S. pneumoniae indiziert [61]. Die saisonalen Viren vom 

Subtyp H3N2, H1N1 sowie das pandemische Bay/09(H1N1pdm) Virus induzierten lediglich eine 

schwache Zytokinbildung. Auch in Makrophagen und alveolären Epithelzellen führt die Infektion mit 

dem pandemischen Bay/09(H1N1pdm) Virus nur zu einer gering ausgeprägten Zytokinantwort [35, 

87]. Sollte das Virus im Menschen eine ähnlich schwache Immunreaktion auslösen, könnte dies eine 

Erklärung für dessen schnelle Verbreitung sein. Obwohl sowohl das saisonale Pan/99(H3N2) Virus als 

auch das hoch pathogene Thai/04(H5N1) Virus sich im Lungengewebe ähnlich gut vermehren, 

verursacht das Thai/04(H5N1) Virus eine deutlich stärker ausgeprägte Zytokinproduktion. Außerdem 

löst das niedrig-pathogene aviäre Dk/Alb(H12N5) Virus eine starke Zytokinantwort aus, obwohl 

dessen Vermehrung in der Lunge stark eingeschränkt ist. In dendritischen Zellen führt die Bindung an 

den aviären Rezeptor selbst durch UV-inaktivierte Viren bereits zur Induktion verschiedener Zytokine 

[88]. Dies könnte eine starke Zytokinantwort bei gleichzeitig schlechtem Wachstum erklären. Das 

klassische porzine Virus vermehrt sich schlecht und induziert kaum Zytokine. Insgesamt implizieren 

diese Daten, dass sowohl der Zelltropismus als auch die Zytokinantwort nicht die einzigen Kriterien 

sein können, welche das Wachstumsverhalten bzw. die Pathogenität der Viren beeinflussen. Vielmehr 

müssen weitere Faktoren in Bezug auf die Wechselwirkungen zwischen Viren und Wirtszellen 

berücksichtigt werden, um deren komplexe Interaktion besser verstehen zu können.  
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6.3 S. pneumoniae induziert antimikrobielle Peptide in Bronchialepithelzellen 

Antimikrobielle Peptide spielen eine wichtige Rolle in der frühen Abwehr von Pathogenen, aber auch 

in der Regulation von anti- und proinflammatorischen Zytokinen [89]. Die antimikrobielle Wirkung 

von hBD-2 und 3 gegenüber dem bekapselten Stamm D39 ist stärker ausgeprägt als gegenüber der 

unbekapselten Variante R6X. Dies könnte darauf zurückzuführen sein, dass die antimikrobiellen 

Peptide von der Kapsel gebunden werden, akkumulieren und eine höhere lokale Konzentration 

erreichen, ähnlich wie es schon bei α-Defensinen beobachtet wurde [90]. Außerdem kann die fehlende 

Kapsel eine Änderung der Nettooberflächenladung bewirken. Dies könnte sich auf die Bindung der 

positiv geladenen antimikrobiellen Peptide auswirken. Die Infektion primärer Epithelzellen und der 

Bronchialepithelzelllinie BEAS-2B mit Streptokokken führte zur Induktion von hBD-2 und 3. In 

einigen klinischen Studien konnte während verschiedener bakterieller Pneumonien ein Anstieg dieser 

antibakteriellen Peptide im Plasma oder der bronchoalveolären Lavage beobachtet werden [91, 92]. 

Die in den genannten Studien sowie in dieser Studie gemessenen Peptid-Konzentrationen waren sehr 

gering. Um eine antimikrobielle Wirkung gegen S. pneumoniae zu erzielen ist eine deutlich höhere 

Konzentration erforderlich. Es ist daher davon auszugehen, dass die antimikrobiellen Peptide eher 

über bereits beschriebene regulatorische Eigenschaften wirken [42]. Trotzdem kann es in den 

Atemwegen durch Akkumulation lokal zu höheren Konzentrationen kommen bzw. die Peptide können 

auch synergistisch mit anderen AMPs direkt auf Pathogene wirken.  

Pattern Recognition Rezeptoren erkennen als Bestandteil der angeborenen Immunität verschiedene, 

hochkonservierte Molekülstrukturen von Bakterien wie z.B. Zellwandfragmente oder andere 

Virulenzfaktoren [93]. Durch Ausschaltung des TLR-2 konnte die Streptokokken induzierte Bildung 

von hBD-2 und 3 vollständig unterbunden werden. Dieser Befund deckt sich mit denen anderer 

Studien, welche ebenfalls die TLR-2 abhängige Induktion von hBD-2 in verschiedenen 

Epithelzelllinien beschreiben [94-96]. 

Es ist bekannt, dass die Aktivierung des TLR-2 zur Aktivierung der MAPK und der PI3K führt [53]. 

Die Streptokokkeninfektion führte in BEAS-2B Zellen zur Aktivierung der MAPK ERK, p38 und 

JNK sowie der AKT Kinase, die über die PI3K aktiviert wird. Diese Ergebnisse stimmen mit anderen 

Studien überein [23] und die Aktivierung der p38 MAPK konnte ebenfalls in der COX-2 Studie im 

Lysat infizierter Gewebeproben gezeigt werden. Außerdem zeigte sich, dass ausschließlich die 

Inhibition der PI3K die Bildung von hBD-2 unterdrückt. Die Beteiligung der PI3K wurde bereits 

beschrieben, im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Studie war die Aktivität der p38 und JNK 

MAPK allerdings ebenfalls essenziell für die Synthese von hBD-2 [54]. Die Inhibition von JNK 

unterdrückte die Bildung von hBD-3, was darauf schließen lässt, dass sich die Signalwege, die zur 

Bildung von hBD-2 und 3 führen, unterscheiden. Die Induktion inflammatorischer Gene während der 

Streptokokkeninfektion wird wesentlich über die Transkriptionsfaktoren NF-κb und AP-1 vermittelt 

[72, 97]. Ihre wichtige Rolle in der Regulation der hBD-2 und 3 Expression wurde bereits in mehreren 

Studien beschrieben [55-57]. Diese Beobachtung wird in dieser Studie bestätigt, da eine Rekrutierung 
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von NF-κb an den hBD-2 Promoter detektiert werden konnte und die Inhibition von NF-κb die 

Streptokokken induzierte hBD-2 Bildung minderte. Weiterhin wurde eine Rekrutierung von AP-1 an 

den hBD-3 Promotor detektiert, was eine Beteiligung dieses Transkriptionsfaktors an der 

Streptokokken induzierten hBD-3 Bildung vermuten lässt. 

7 Fazit und Ausblick 

Zusammenfassend betrachtet konnten in dieser experimentellen Arbeit zwei klinisch bedeutende 

Infektionsmodelle erfolgreich etabliert werden. In Bezug auf die Infektionssituation im Menschen 

könnten diese Modelle einen wichtigen Beitrag zur Klärung grundlegender Fragen der angeborenen 

Immunantwort und des Erregerverhaltens leisten. Darüber hinaus stellen die Lungeninfektionsmodelle 

eine wichtige Ergänzung zu Zellkultur- und Tierversuchen dar.  

Sekundäre Streptokokkeninfektionen nach einer vorausgegangenen Influenza A Virusinfektion stellen 

ein erhebliches klinisches Problem dar und führen zu schweren Komplikationen der Pneumonie [4, 5]. 

Die erfolgreiche Etablierung der Modelle ermöglicht nun eine Studie, deren Gegenstand es sein wird 

beide Modelle zu kombinieren um die konsekutive Infektion mit Influenzaviren und Streptokokken 

genauer zu untersuchen.  

Die Regulation und Wirkung der antimikrobiellen Peptide die zunächst in Zellkulturversuchen gezeigt 

werden konnte, sollte nun auch im Streptokokken-Lungeninfektionsmodell validiert werden. Sollte 

sich dabei herausstellen, dass die antimikrobiellen Peptide das Erregerwachstum oder die 

inflammatorische Antwort beeinflussen können, könnten sie in Zukunft einen nützlichen Beitrag zur 

Behandlung der bakteriellen Pneumonie leisten. 
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