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Abstract 1

1 Abstract

Pneumonia is one of the most common causes of deatldwide. In order to improve the
understanding of the disease, both a streptocamhlan Influenza A virus infection model were
developed using fresh and intact human lung tisSmeptococcus pneumoniae (S. pneumoanie) and
Influenza A viruses belong to the most importamiglypathogens. The streptococcal infection model
was established to study the regulation of cyclgexyase (COX) and the induction of cytokines
during lung inflammation, while the influenza infem model was developed to characterise different
Influenza A viruses in relation to their replicatjacellular tropism and ability to induce cytokinies
human lung tissue. Additionally, the role of humsdefensins (hBD) -2 and 3 was investigated
during streptococcal infection of bronchial epithketells.

S. pneumoniae efficiently replicated and induced expression @)CG2, but not COX-1 in human lung
tissue. Immunohistochemical staining of lung tissievealed COX-2 expression in alveolar
macrophages, endothelial cells and type II, buttyym | pneumocytes. The infection led to the retea
of prostaglandin E(PGBE) into the supernatant which was repressed when-2@iés inhibited prior

to infection. Inhibition of p38 mitogen activatethlise as well as extracellular regulated kinasmsdl

2 during infection prevented COX-2 expression antsequent PGEformation. Moreover, the
infection of lung tissue resulted in COX-2 depertdaorease of prostanoids 6-keto-prostaglandin F
and thromboxane B Among a variety of other cytokine§, pneumoniae induced the release of
platelet derived growth factor which was furthegienented by inhibition of COX-2.

The highly pathogenic avian H5N1 as well as theseeal HIN1 and H3N2 influenza viruses
replicated efficiently in human lung tissue whempared to the classic porcine and low pathogenic
avian viruses, which replicated poorly. All viralrans investigated exclusively infected type Il
pneumocytes and also, to a much lesser extentplatvenacrophages. The infection of lung tissue
with low and highly pathogenic avian viruses resdilin strong cytokine induction, whereas infection
with porcine, human and pandemic viruses only chas&eak cytokine induction.

Infection of bronchial epithelial cells with pneumoniae induced the expression of hBD-2 and 3. The
induction of both defensins was toll-like recepfomediated. Additionally, hBD-2 and 3 showed
antimicrobial activity toward§. pneumoniae. The formation of hBD-2 was dependant on the #gtiv
of phosphoinositide-3-kinase and the transcriptamtor NFxB, whereas the synthesis of hBD-3 was
controlled by the c-Jun N-terminal kinase - APlhpaty.

The successful establishment of both infection rsodsing human lung tissue provides a useful tool
to simulate pneumonia in humans, allowing valuaal& about the interaction of these important lung
pathogens with the human host to be gathered. Adtheciion of hBD-2 and 3 in bronchial epithelial
cells and their antimicrobial activity implies atpotial importance to innate immunity.
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2 Abstrakt

Eine der haufigsten Todesursachen weltweit istRtieumonie. Um das Verstandnis der Infektionen
im Menschen zu verbessern, wurden im Zusammenh#andjieser Arbeit jeweils ein Streptokokken-
und ein Influenza-Infektionsmodell in humanem, kigirtem Lungengewebe etabliert. Beide Erreger
zadhlen zu den bedeutendsten Lungenpathogenen. DagstaRokken-Infektionsmodell diente der
Untersuchung des Einflusses der Streptokokkeniioiekauf die Regulation der Zyklooxygenase
(COX) und der induzierten Zytokinantwort im Lungemgebe. Im Influenza-Infektionsmodell
fokussierte die Analyse auf verschiedene Influetimame hinsichtlich ihres Replikationsverhaltens,
des zellularen Tropismus und der induzierten Zytakiwort. Weiterhin sollte mit Hilfe von
Zellkulturversuchen die Rolle der humarngefensine (hBD)-2 und 3 im Zusammenhang mit einer
Streptokokkeninfektion genauer erforscht werden.

Sreptococcus pneumoniae (S pneumoniae) vermehrte sich stark im Lungengewebe und indtezidie
Bildung von COX-2, wahrend COX-1 konstitutiv exprart wurde. Immunhistologische Versuche
definierten die zelltypspezifische Induktion der XG@: Dabei war die COX-2 Expression in
Alveolarmakrophagen, Endothelzellen und Typ Il Rnemyten, nicht jedoch Typ | Pneumozyten,
nachweisbar. Im Uberstand des infizierten Gewelaesl fsich ein Anstieg des Prostaglandin E
(PGR), welcher sich durch selektive Inhibition der C@Xinterdriicken liel3. Blockade sowohl der
p38 Mitogen-aktivierten Proteinkinase, als aucheaddrazellular regulierten Kinasen 1 und 2 wéahrend
der Infektion unterdriickte die COX-2 Expression sowie PGE Bildung. Aulerdem fihrte die
Infektion zu einem COX-2 abhangigen Anstieg der sRmoide 6-keto-Prostaglanding,Fund
Thromboxan B. Pneumokokken induzierten im Lungengewebe einbeRedn Zytokinen, von denen
der Plattchen-abgeleitete Wachstumsfaktor COX-Zagig reguliert war.

Das hoch-pathogene avidre H5N1 Virus sowie dieosaien HIN1 und H3N2 Viren replizierten im
Vergleich zum klassischen porzinen und niedrig-pgémen aviaren Virus sehr stark im
Lungengewebe. Alle untersuchten Viren infizierteisschliellich Typ Il Pneumozyten und zu einem
sehr geringen Anteil Alveolarmakrophagen. Die Imi@k mit niedrig- und hoch-pathogenen aviaren
Viren fuhrte zu einer teils starken Zytokinbildungghrend die Infektion mit porzinen, humanen und
pandemischen Viren nur eine schwache Induktion itbtevi

Die Infektion von Bronchialepithelzellen m& pneumoniae hatte die Expression von hBD-2 und 3
zur Folge. Die Induktion beider Defensine vermiteter Toll-like-Rezeptor 2. Dartber hinaus
verfugten hBD-2 und 3 uber antimikrobielle Eigerestbn gegenlibe®. pneumoniae. Weiterhin war
die Bildung von hBD-2 abhéngig von der Phosphotib§-Kinase und dem Transkriptionsfaktor
NF-«B. Die hBD-3 Bildung wurde tber den c-Jun N-terngniéinase - AP1 Signalweg reguliert.

Die Verwendung von humanem Lungengewebe und didlitang beider Infektionsmodelle
ermoglicht die Simulation wesentlicher Aspekte &geumonie im Menschen. Dadurch kénnen in
Zukunft wertvolle Beitrage zur Erforschung der lmakdllen und viralen Pneumonie gewonnen
werden. Die Induktion von hBD-2 und 3 in Bronchjaiteelzellen und deren antimikrobielle Aktivitat
implizieren ihre potenzielle Bedeutung in der arayebhen Immunantwort.
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3 Einleitung

Die Pneumonie ist eine der haufigsten Todesursaatedmveit [1]. Insgesamt stellt die Therapie der
Pneumonie in der westlichen Welt eine hohe findlezRelastung fir die Gesundheitssysteme dar [2].
Je nach Studie ist in 20 - 40 % der Falle eineklida mit Streptocoocus pneumoniae (S. pneumoni ae)
Ausloser der Erkrankung. Damit stellt dieser Erregje haufigste Ursache der Pneumonie dar. Die
haufigsten viralen Erreger sind Influenzaviren [8]Jahrend die schwere primére virale Pneumonie
durch Influenza A Viren eher selten auftritt, begfit diese Infektion haufig eine konsekutive
bakterielle Pneumonie [3-5]. Obwohl Impfstoffe, Ambtika und antivirale Mittel gegen
Streptokokken bzw. Influenzaviren verfiigbar sinihrén beide Erkrankungen nach wie vor zu hoher
Mortalitdt weltweit [6, 7]. Des Weiteren bieten Ifsfwffe nur gegen die entsprechenden
Bakterienserotypen bzw. Influenzastamme Schut2[8Bedingt durch die genetische Variabilitat
sowohl von Streptokokken als auch von Influenzaviemtwickeln sich aul3erdem immer wieder
bakterielle Resistenzen gegen Antibiotika bzw. lgifdesistenzen gegen z.B. Neuraminidasehemmer
[10-12]. Um diesen Problemen entgegenzuwirken unctztdndlich auch neue
Behandlungsmdoglichkeiten zu erméglichen, ist esgrafer Bedeutung, die Interaktion von Pathogen
und Wirt genauer zu verstehen. Diese Untersuchukgenen eine rationale Basis zur Entwicklung
supportiver, wirtsbasierter Therapien legen. Vidlersuchsmodelle verwenden immortalisierte
Zelllinien oder Tiere [13]. Die gewonnen Erkennsastragen in hohem Malle zum besseren
Verstandnis des Verlaufs einer Pneumonie bei. diltiggs gibt es zahlreiche Limitationen [14, 15], so
konnen Zellkulturmodelle die komplexe Situatior@eweben nur begrenzt simulieren und Ergebnisse
aus Tierversuchen kdnnen nicht ohne weiteres aof Menschen Ubertragen werden. Um diese
Probleme zu adressieren, wurde humanes LungengewebBatienten akquiriert, die sich aufgrund
eines Lungentumors einer Lungenteilresektion uogger. In diesem Lungengewebe konnte jeweils
ein Streptokokken- und Influenza-Infektionsmodédibdiert werden.

Durch die Zyklooxygenase (COX) synthetisierten Bxgisndine (PG) spielen eine wichtige Rolle in
der Regulation der angeborenen Immunantwort [16ER eines der am besten untersuchten PG,
wirkt Uber die Aktivierung von vier verschiedenenP@®tein gekoppelten E Prostanoid Rezeptoren
(EP.4) [16]. Des Weiteren hat PG verschiedenen Zelltypen einen Einfluss aufRisgulation der
Inflammation [17-20]. Wahrend die COX-1 in den nbers Geweben konstitutiv exprimiert ist, kann
die COX-2 durch Bakterien, Zytokine und andere 8liminduziert werden [21-24]. Das
Streptokokken-Infektionsmodell diente der Untersugh der Rolle der COX und ihrer Metabolite
wahrend der Infektion.

Die Replikation der meisten avidren Influenzavirgst im humanen Respirationstrakt stark
eingeschrankt [25, 26]. Dennoch gibt es immer widdeh-pathogene avidre Influenzaviren, die im
Menschen zu schweren Infektionen mit hoher Mogglitihnren [27]. Avidre Influenzaviren binden

tber ihr Hamagglutinin bevorzugt an Sialins&ureh emero-2,3 Bindung zu Galaktosei,3SA),
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wahrend humane Influenzaviren ar2,6SA binden [28]. Beide Rezeptoren sind auf pulaten
Epithelzellen prasent und ermdglichen eine Bindwmig aviaren und humanen Viren [29, 30]. Daher
mussen Uber die Rezeptorexpression hinaus weéstengierende Mechanismen in Betracht gezogen
werden. In diesem Zusammenhang werden z.B. derZytakemechanismus [31], der Zelltropismus
[32] oder die unterschiedlich starke Induktion \&ytokinen diskutiert [33-35].

Die humanerg-Defensine (hBD) gehoren einer Gruppe kleiner kasicher, antimikrobieller Peptide
an [36]. Die bisher bekannteiiDefensine 1-4 werden alle in Epithelzellen der gerexprimiert.
hBD-1 ist Kkonstitutiv exprimiert, wahrend die Expse®on von hBD-2,3 und 4 durch
proinflammatorische Zytokine induzierbar ist [37:38ufgrund der antimikrobiellen Eigenschaften
tragen Defensine selbst zur Abwehrreaktion der keudgi. Des Weiteren regulieren sie die
Zytokinantwort und konnen Effektorzellen mittels @bhotaxis zu Inflammationsherden fuhren [40-
42].

Ziel dieser Arbeit war es mit Hilfe von frischemurhanem Lungegewebe ein Streptokokken-
Infektionsmodell zu etablieren. Wahrend der Infektsollte die Regulation der Zyklooxygenase und
deren Metabolite sowie die Streptokokken induziggokinantwort analysiert werden. Ein weiteres
Ziel war es, das Lungengewebe auch fir ein InflaeAzinfektionsmodell zu verwenden. Dieses
Modell sollte der Untersuchung der Replikation, deéelltropismus und der induzierten
Zytokinantworten verschiedener Influenzaviren dieriees Weiteren sollte in Bronchialepithelzellen
der Einfluss einer Streptokokkeninfektion auf digEession von antimikrobiellen Peptiden analysiert

werden.

4 Methodik

4.1 Humanes Lungengewebe

Im Rahmen der Lungentumorchirurgie fallen fir dieitere Feindiagnostik unbendétigte Anteile von
tumorfreiem Gewebe an. Aus diesem Gewebe wurdénekigylindrische Fragmente (ca. 8x8x8 mm)
prapariert und kultiviert. Die Aufklarung der Patien sowie die Unterzeichnung der
Einverstandniserklarung zur Verwendung des Gewédmeden vor dem chirurgischen Eingriff statt.
Die Ethikkommission der Charite UniversitatsmediziBerlin hat die Studien genehmigt
(Protokollnummer EA2/050/08 und EA2/023/07).

4.1.1 Verwendung der Lungenproben im Streptokokken-I nfektionsmodel

Die Kultivierung der Lungenproben erfolgte fur 24 ih mit 10 % hitzeinaktiviertem FCS

supplementiertem RPMI 1640 Medium. Um eine mdogliclgleichmélige und vollstandige
Stimulation des Gewebes zu gewahrleisten, wurdénu2@es Kontroll- oder Infektionsmediums pro
100 mg Gewebe an verschiedenen Stellen in das @ewgtiert. Die anschliel3ende Kultivierung der

Lungenproben fand fur die jeweils angegeben Zetenien Inkubator bei 37 °C und 5 % G6latt.
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4.1.2 Verwendung der Lungenproben im | nfluenza-1 nfektionsmodell

Die Lungenproben wurden fir 24 h in mit 0,3 % BSANM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin supplementiertem RPMI 164f@iert. Der Infektion der Proben mit 4x10
PFU fur 1 h folgte ein Waschschritt um tUberschigs$igen zu entfernen. Virustiterbestimmungen fir
die Wachstumskurven erfolgten mittels MDCK Assagmaereits beschriebener Methode [43]. Die
folgende  Virenstamme fanden  Verwendung: A/Thailafitén-1)/2004(Thai/04(H5N1)),
A/Bayern/63/2009 (Bay/09(H1N1pdm)), A/New Caledd2@1999 (NC/99(H1N1)),
A/Panama/2007/1999 (Pan/99(H3N2)), Alduck/Albea76 (Dk/Alb(H12N5)) und
A/swine/Wisconsin/1/67 (Sw/Wis(H1N1)). Die Anzuchller humanen Stdmme erfolgte in MDCK
Zellen, wahrend die avidren und porzinen StammelinTage alten befruchteten Huhnereiern

vermehrt wurden.
4.2 Bakterienstamme

Der bekapselte Stami8. pneumoniae D39 Serotyp 2 (NCTC7466) und die aus diesem Stamm
entwickelte unbekapselte Variant& pneumoniae R6X sowie die Pneumolysin negative
Doppelmutante R6Xply wurden, wie bereits beschrieben, kultiviertJ[4Mlach Zentrifugation und
Resuspendierung im jeweiligen Infektionsmedium lgtéodie Verdinnung der Suspension bis zum

Erreichen der gewlinschten Infektionsdosis.
4.3 Streptokokkenwachstum

Um das Wachstumsverhalten vo8& pneumoniae genauer zu untersuchen, wurde humanes
Lungengewebe infiziert und direkt nach der Infeltizw. nach 8 h Infektionsdauer mittels Fast Prep
Homogenisator aufgeschlossen. Dem Aufschluss foigteeine Verdiinnung des Uberstandes und die
Ausplattierung auf Agarplatten. Nach Inkubation ib&cht und Auszé&hlung der Kolonien erfolgte

die Bestimmung der Keimlast.
4.4 Immunhistochemie und konfokale Immunfluoreszenz

Nach Infektion der Lungenproben mit Influenzavirerder Streptokokken wurden diese in
Formaldehyd fixiert und anschlielend automatisignt die Histologie vorbereitet. Nach der
Entparaffinierung diente das Kochen der SchnittBlatrium-Citrat Puffer der Antigendemaskierung.
Der Permeabilisierung folgte eine Inkubation mit den Sekundarantikdrper angepasstem Serum zur
Blockade unspezifischer Bindungen. Die anschlieBdnklubation der Primarantikorper geschah Gber
Nacht. In der Immunhistochemie erfolgte die Detwktiles Primarantikorpers mittels mit alkalischer
Phosphatase gekoppeltem Sekundarantikérper. Deshddie Phosphatase umgesetzte Farbstoff
FastRed diente der Visualisierung der Antikdrpedbimy. Dieser Farbstoff fand ebenfalls
Verwendung in der Lektinfarbung, welche @2,3SA unda-2,6SA gebundene Lektine darstellt. Die
Inkubation mit Mayers Hamalaun LOsung ermdglichte degenfarbung der Zellkerne. Um

Doppelfarbungen mittels konfokaler Immunfluoreszenmtersuchen zu kbénnen, kamen
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Sekundarantikérper zum Einsatz, die an verschieBlr@eszenzfarbstoffe gekoppelt sind. Als Typ |
und Il Epithelzellmarker wurden anti-caveolin 1 bzanti-pro-surfactant protein C Antikorper
verwendet. Anti-CD68 Antikorper dienten der Viss@rung von Alveolarmakrophagen. Zur
Dokumentation aller Hellfeld Farbungen kam ein gefascal 5 Mikroskop zum Einsatz. Jegliche

Fluoreszenzfarbungen wurden mit einem konfokaldasZeSM 780 Mikroskop untersucht.
4.5 Western Blot

Western Blot Analysen erfolgten wie zuvor bescleieb[45]. BEAS-2B Zelllysate oder
Lungenhomogenate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrema auf Nitrozellulose Membranen
transferiert. Nach Blockade der Membran erfolgte likubation der Priméarantikdrper Gber Nacht.
Nach Inkubation des fluoreszenzmarkierten Sekumdi&tapers diente der Odyssey Infrarot Scanner

der Detektion der Proteine.
4.6 PGE, ELISA

Die PGE Konzentration im unbehandelten Uberstand infieiettungenproben wurde mittels ELISA

bestimmt.
4.7 hBD-2 und 3 ELISA

Uberstande von infizierten BEAS-2B Zellen wurdenné&chst mittels Ultrafiltration 10-fach
konzentriert. AnschlielBend erfolgte die Quantifimizg mittels hBD-2 und 3 ELISA.

4.8 Zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP) ELISA

Lungengewebe wurde nach der Stimulation gewogernirueth 8-faches Volumen Trichloressigsaure
Uberfihrt. Nach dem Zellaufschluss durch den FeptPlomogenisator erfolgte die Bestimmung der
CAMP Konzentration mittels ELISA.

4.9 Massenspektrometrie

Uberstande von infiziertem Lungengewebe wurden idtitich freier und lipidgebundener

Prostanoide nach bereits beschriebener Methodesuntd [46].
4.10 Quantitative PCR

RNA wurde aus Lungengewebe mittels TRIZOL Extraktigewonnen und revers transkribiert.
Danach erfolgte eine quantitative PCR. Um die AhzethEP-Rezeptor Kopien exakt bestimmen zu
kénnen, wurden Plasmide mit klonierten EP-Rezeptod GAPDH cDNAs zur Erstellung einer

Standardkurve verwendet. Die genauen Primer Sequdainnen dem Supplement von Publikation 1

entnommen werden.
4.11 hBD-2 und 3 und Toll-like-Rezeptor 2 (TLR-2) Polymease Kettenreaktion (PCR)

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

amplifiziert und durch Agarose Gelelektrophoressualisiert. Die Sequenzen fir die spezifischen
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Primer fur die Amplifikation von GAPDH, hBD-2 und 8nd TLR-2 kénnen der Publikation 3

entnommen werden.
4.12 RNS Interferenz in BEAS-2B Zellen

Kontrol siRNA und TLR-2 spezifische siRNA wurden tteis siRNA-lipoplexen nach bereits
beschriebener Methode in BEAS-2B Zellen transfizjé]. Die jeweiligen Sequenzen der Primer

kdnnen Publikation 3 entnommen werden.
4.13 Bioplex Protein Array System

In den Uberstanden von Streptokokken infiziertemdanproben wurden die Konzentrationen von
folgenden Zytokinen mittels Bioplex Protein ArraysEem bestimmt: Tumornekrosefaktor (TNE)-
Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierendertéaKGM-CSF), IL-1 Rezeptorantagonist (ra),
Plattchen-abgeleiteter Wachstumsfaktor (PDGF), wléskr endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF),
Makrophagen inflammatorisches Protein (MIR)-Interleukin (IL-)-13, IL-17, IL-10, IL-15, IL-6 und
IL-8.

4.14 Chromatin Immunoprazipitation (ChIP)

Die ChIP erfolgte wie beschrieben [48, 49]. Diewendeten Sequenzen der Primer sind aus der
Publikation 3 ersichtlich.

4.15 S. pneumoniae Replikationsversuche

Die Kultivierung von D39 und R6X erfolgte in Kenatizyten SFM mit 1 % FCS und steigenden
Konzentrationen von rekombinantem hBD-2 und 3. Aatprung der jeweiligen
Bakteriensuspension und Bestimmung der Keimzahbglichte die Beurteilung der antimikrobiellen

Wirkung.
4.16 Zytokinbestimmung nach Influenza A Virusinfektion

Nach Inaktivierung des Virus wurden Interferon gasmduziertes Protein 10 (IP-10) und MIB-1
mittels Procarta Cytokine Assay Kit in Uberstanderfizierter Lungenproben detektiert. Die

Bestimmung von Interferon (IFNj-und IL-13 Konzentrationen erfolgte mittels ELISA.
4.17 Transmissionselektronenmikroskopie

Mit Influenzaviren infizierte Lungenproben wurdeanzchst fixiert und anschliel3end dehydriert. Die
durch ein Ultramikrotom angefertigten Gewebeschniturden gegenfarbt und mit einem TEM 902

Mikroskop untersucht. Die Dokumentation der Ergebaierfolgte mit einer slow-scan CCD Kamera.
4.18 Statistische Auswertung

Die jeweils angewandten statistischen Methoden si@d den einzelnen Veréffentlichungen

ersichtlich.
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5 Ergebnisse
5.1 Einfluss vonS. pneumoniae auf die Regulation der Zyklooxygenase-2 in humanem
Lungengewebe (Publikation 1European Respiratory Journal, 2012)
Diese Studie untersuchte den Einfluss einer Indekthit dem Pneumonieerreg8&rpneumoniae auf
die Regulation der COX-1 und 2 in humanem Lungemdmy Voraussetzung fur die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse ist ein gleichg&s3und kontrolliertes Erregerwachstum in der
Gewebeprobe. Innerhalb von 8 h nach der Infektimy glie Erregerzahl um bis zu 3 logarithmische
Stufen. Weiterhin fuhrte die Infektion zeitabhangigr Induktion des COX-2 Proteins, wohingegen
kein Einfluss auf die im Lungengewebe konstitutixprmierte COX-1 feststellbar war. In der
Immunhistochemie zeigte sich in infizierten Lungerijen eine zelltypspezifische Induktion der
COX-2 in Alveolarmakrophagen, im vaskuldaren Endbtbewie in den alveolaren Epithelzellen
(AEC). Dieseex vivo Befunde fanden Bestédtigung in Lungengewebe voieman mit florider
Pneumonie in welchem die COX-2 ebenfalls in AEG&gert werden konnte. Mittels Doppelfarbung
in der Immunfluoreszenz konnte dokumentiert werdéass nur Typ Il Pneumozyten, nicht jedoch
Typ | Pneumozyten, die COX-2 exprimieren. Bei Vendeng eines proinflammatorischen Stimulus
(TNF-o/IL-1B) anstelle des Erregers war ein gleiches Expressotrema zu beobachten.
Um Ruckschlisse auf die enzymatische Aktivitat @&X-2 ziehen zu kdénnen, wurde das durch
COX-2 synthetisierte PGEm Uberstand von infiziertem Lungengewebe quaiéft. 16 h nach
Infektion stieg die PGEKonzentration signifikant an. Die selektive Intiibn der COX-2 blockierte
den Konzentrationsanstieg von PGEDa fruhere invitro Studien in immortalisierten
Lungenepithelzelllinien eine Abhangigkeit der COXEXpression von der Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPK) Aktivitat zeigten [23], s@ldieser Zusammenhang auch im Lungenmodell
untersucht werden. Die Streptokokkeninfektion féhrzur Phosphorylierung und damit zur
Aktivierung der p38 MAPK, wohingegen die extraz&luregulierten Kinasen 1 und 2 (ERK) bereits
in unstimuliertemGewebe phosphoryliert und aktiviert waren. Dennbatte sowohl die Inhibition
der p38 MAPK als auch der ERK wahrend der Infektibm Unterdriickung der COX-2 Expression
und damit konsekutiv die Verhinderung der BGHIdung zur Folge.lnvitro Studien, in denen
Lungenfibroblasten von Mausen verwendet wurdengteri einen positiven Feedback Loop des
produzierten PGEauf die COX-2 Expression [50]. Im humanen Lungedetichatte jedoch weder die
Inhibition der COX-2 noch die alleinige Stimulatiamit PGE einen Einfluss auf die COX-2
Expression.
Die Aktivitat der COX-2 fuhrt neben der PgEBekretion zur Bildung einer Reihe anderer biolclgis
aktiver Metabolite [51]. Deren Synthese ist abhgngin weiteren Synthasen, deren Expression sich
von Gewebe zu Gewebe unterscheidet [52]. Daher kanzu unterschiedlichen Mediatorprofilen in
verschiedenen Geweben kommen. Um ein Metabolitéhpraler Lunge nach Infektion zu ermitteln,
wurden die Konzentrationen von 6-keto RGFThromboxan B (TXBj), PGk, PGH, PGE-
Ethanolamid, PGE, und 8-iso-PGE bestimmt. Dabei wurde ein signifikanter Anstiegcimader
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Infektion und eine signifikante Abnahme nach voitpar selektiver COX-2 Inhibition fir den
Metabolit PGEgemessen. Fir die Metabolite 6-keto-RQd TXB, zeigte sich ein gleicher, jedoch
nicht signifikanter Trend. Die Konzentrationen derderen Metabolite zeigten keine Tendenz oder
waren nicht nachweisbar.
Die Wirkung von PGEwird hauptséchlich durch die EP-Rezepterarermittelt [16]. Die Expression
der EP-Rezeptorggist im Lungengewebe auf &hnlichem Niveau, im Vedjlezur ER-Rezeptor
Expression jedoch deutlich geringer. Die speziisékktivierung des EPRezeptors fihrte zum
Anstieg der intrazellularen cAMP Konzentration.
Verschiedene Studien haben den Einfluss von PfEdie Regulation von Zytokinen nachgewiesen
[17-20]. Um diesen Zusammenhang im humanen Lungdathmaher zu untersuchen, wurden
unbehandelte sowie COX-2 inhibierte Lungenprobdiziart. Die Verwendung des BioPlex Protein
Arrays ermdglichte die Quantifizierung einer Vidikavon Zytokinen in den entsprechenden
Uberstanden. Die Pneumokken-Infektion verursachteneAnstieg von TNF, IL-18, PDGF, GM-
CSF, IL-17, IL-10, IL-1ra und IL-15, wahrend die Kzentrationen von IL-6, IL-8 und MIPel
unverandert blieben. Bei vorheriger Inhibition @®X-2 fuhrte die Infektion zu einem signifikanten
Anstieg von PDGF und einem leichten, aber nichhifilganten Anstieg von TNFe (p < 0.09) und
GM-CSF ¢ < 0.15). Alle anderen durch die Infektion induzéertuntersuchten Zytokine wurden
durch die COX-2 Inhibition nicht beeinflusst.
5.2 Influenza A Viren infizieren Typ Il Pneumozyten in humanem Lungengewebe

(Publikation 2, The Journal of Infectious Disease<012)
In dieser Studie wurde das Infektionsverhalten idluenza A Viren in humanem Lungengewebe
untersucht. Dazu wurde zunachst das Wachstum vedsster Influenza A Viren Uber einen Zeitraum
von 48 h verglichen. Im Vergleich zum saisonalem/8®&(H3N2) und dem hoch-pathogenen
Thai/04(H5N1) Virus, welche sich beide stark verntef, erhéhte sich der Virustiter des niedrig-
pathogenen aviaren Dk/Alb(H12N5) Virus nur gerirgifil Des Weiteren replizierten die saisonalen
und pandemischen NC/99(H1N1) und Bay/09(H1N1pdmgWin &hnlich hohem Mal3e, wahrend die
Replikation des klassischen porzinen Sw/Wis(H1Nitu%im Vergleich stark eingeschrankt war. Um
die mogliche Ursache fur das unterschiedliche Waohsverhalten zu ermitteln, wurde der zellulare
Tropismus der Viren mittels Immunhistochemie uniehé. Trotz der schwachen Vermehrung der
niedrig pathogenen avidaren und klassischen porZifimn konnte virales Antigen in der humanen
Lunge nachgewiesen werden. Doppelfarbungen denenmstr, dass alle eingesetzten Virusstamme
gleichermal3en primar Typ Il Pneumozyten infiziert&s konnte kein virales Antigen in Typ |
Pneumozyten detektiert werden, obwohl durch spgetié Lektinfarbungen Rezeptoren fir aviare und
humane Viren sowohl auf Typ Il als auch auf TymneBmozyten nachweisbar waren. Durch weitere
Doppelfarbungen konnte gezeigt werden, dass allerwergleten Stdmme ebenfalls
Alveolarmakrophagen infizieren. Die Quantifizierunmgn infizierten Zellen in Gewebeschnitten
zeigte, abhéangig vom Virusstamm, etwa 4 %-11 %ziefie Makrophagen und 89 %-96 % infizierte

Typ Il Pneumozyten. Die exklusive Typ Il Pneumorytafektion konnte zudem auch in mit
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Pan/99(H3N2) Virus infizierten Lungenproben in d&ransmissions Elektronen Mikroskopie
verifiziert werden. Zellen, an denen knospende &fartikel erkennbar waren, wurden durch das
Vorhandensein von multilamell&ren Korperchen eitigeais Typ || Pneumozyten identifiziert.
Um die induzierte Immunantwort nach Infektion mérschiedenen Influenzaviren im Lungengewebe
zu vergleichen, wurden im Uberstand mehrere Zytakizentrationen bestimmt. Die Infektion mit
den saisonalen Pan/99(H3N2) und NC/99(H1N1) ViaAmsten als auch mit pandemischem
Bay/09(H1N1pdm) Virus fuhrte lediglich zu einem igpgen Anstieg der Zytokine 1P-10, MIR31
IFN-B und IL-18. Dahingegen bewirkte das hoch-pathogene Thai/04{j5Virus eine starke
Induktion der gemessenen Zytokine. Besonders #gffédt, dass das niedrig-pathogene aviére
Dk/AIb(H12N5) Virus weitaus hohere Zytokinkonzentoaen hervorrief als die saisonalen
Pan/99(H3N2) und NC/99(H1N1) Virusstamme. Das kiabe porzine Sw/Wis(H1IN1) Virus
hingegen provozierte eine schwache Zytokinantwiont.Vergleich zu Infektionen mit saisonalen
Viren induzierte es jedoch hdhere IP-10 Konzeraran.
5.3 S. pneumoniae induziert humanes 3-Defensin-2 und 3 in humanen Lugenepithelzellen
(Publikation 3, Experimental Lung Research, 2011)
Diese Studie untersuchte den Einfluss einer Stkegi@ninfektion auf die Regulation von
antimikrobiellen  Peptiden in  humanen Lungenepitbiédn. Zundchst konnte ein
konzentrationsabhangiger antimikrobieller EffektnvdiBD-2 und 3 sowohl gegeniiber dem
bekapselten Stamm D39 als auch gegeniber der yrdsdten Variante R6X nachgewiesen werden.
Die antimikrobielle Wirkung war dabei ausgepragiegenuber D39. In der Bronchialepithelzelllinie
BEAS-2B konnte demonstriert werden, dass die lidekimit D39 und R6X zu einer erhbhten
Freisetzung von hBD-2 und 3 in den Uberstand fiiBie Infektion von kultivierten, primaren
humanen Epithelzellen (SAEC) mit D39 zeigte demchlen Befund.
Weiterhin sollte geklart werden, welche Faktoren file Induktion der Peptide essenziell sind.
Zunachst wurde die Rolle der bakteriellen Viabiliitad des Exotoxins Pneumolysin untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass sowohl eine Infektiinhitzeinaktivierten als auch mit Pneumolysin-
negativen Streptokokken zur Induktion beider Dedfemsfihrt. Um die Funktion des TLR-2
hinsichtlich der hBD-2 und 3 Induktion zu unterseichwurde dessen Expression mittels spezifischer
SiRNA in BEAS-2B Zellen gehemmt. In Kontrollzelledie mit unspezifischer siRNA transfiziert
wurden, fUhrte eine Streptokokkeninfektion zur lkiiton von hBD-2 und 3, wohingegen Zellen mit
geringer TLR-2 Expression wahrend der Infektiom#igant weniger hBD-2 und 3 bildeten.
Da die Aktivierung des TLR-2 zur Aktivierung von NeX fuhren kann [53], wurde untersucht, ob die
Infektion von BEAS-2B Zellen mit Streptokokken zaMAPK Aktivierung flihrt. Es zeigte sich eine
Aktivierung der MAPK ERK, p38 und c-Jun N-termindease (JNK) nach Infektion. Des Weiteren
hatte die Inhibition dieser aktivierten MAPK keinEmfluss auf die Streptokokken induzierte Bildung
von hBD-2. Dahingegen reduzierte die Inhibition d&iK die Bildung von hBD-3. Andere Studien
zeigten eine wichtige Rolle der Phosphoinositidi@dse (PI3K) in der hBD-2 Regulation [54].
Dieser Befund konnte in dieser Studie im Zusammegmait der Streptokokkeninfektion von BEAS-



Diskussion 11

2B Zellen bestatigt werden. Eine Blockade der PV&K der Infektion reduzierte die hBD-2 Bildung
durch BEAS-2B Zellen.

Der hBD-2 Promoter wie auch der hBD-3 Promoter tkesi Bindungsstellen fur die
Transkriptionsfaktoren Nkb und AP-1. Da diese bereits mit der transkriptie@meAktivierung von
hBD-2 und 3 in Zusammenhang gebracht wurden [55-5@]ite deren Rolle im Kontext der
Streptokokkeninfektion untersucht werden. Es zesgth, dass die Inhibition des Proteasoms und der
Aktivierung von NFkb die Streptokokken abhangige hBD-2 Bildung in BEAS Zellen reduzierte.
Die Expression von hBD-3 hingegen blieb unverandsrt weiterer Hinweis fiir die Beteiligung von
NF-«b an der hBD-2 Bildung konnte mittels Chromatin Immoprazipitation erbracht werden.
Wahrend der Infektion zeigte sich eine erhohte Bimgdder NF<B Untereinheit p65/Rel A an den
hBD-2 Promoter. Die gleichzeitig gemessene verwaRekrutierung der RNA Polymerase an den
Promoter spricht flr die gesteigerte Transkriptites hBD-2 Gens. Es gibt Evidenz, dass JNK den
Transkriptionsfaktor AP-1 aktivieren kann [58]. kéits Chromatin Immunoprazipitation konnte
gezeigt werden, dass die AP-1 Untereineinheit c\d&@hrend der Infektion verstarkt zum hBD-3
Promoter rekrutiert wird. AuBerdem kam es ebenfalisgesteigerten Bindung der RNA-Polymerase

an den Promoter, was eine transkriptionelle Aktiuig des Gens vermuten lasst.

6 Diskussion

Ein elementares Problem der Grundlagenforschundigstbertragbarkeit von Versuchsergebnissen
aus Zellkultur— oder Tierversuchen auf die Situatiom Menschen. Im Gegensatz zur primaren
Gewebekultur basieren klassische Zellkulturversuicheler Regel auf immortalisierten Zelllinien
eines einzigen Zelltyps. Weiterhin kann das hduRgssagieren der Zelllinien im Laufe der Zeit zu
signifikanten genetischen Veranderungen fiihren.d&monstrierte eine Studie beispielsweise die
unterschiedliche Expression von MHC-II Molekilerf &isch isolierten Typ Il Pneumozyten und
A549 Zellen [59]. Ein weiteres tragisches Beisfildie begrenzte Ubertragbarkeit von Tiermodellen
auf den Menschen ist eine klinische Studie der @hhsaus dem Jahr 2006, in welcher ein
therapeutischer Antikérper erstmalig im Menschera@t werden sollte. Obwohl 500-fach niedriger
dosiert als in den erfolgreichen Tierversuchen, ka® bei den Probanden zu einem
lebensbedrohlichen Multiorganversagen [60]. Deslstllies von groR3er Bedeutung, Ergebnisse aus
Zellkultur- und Tiermodellen nach Mdglichkeit in tnanen Proben zu verifizieren. Im Zuge dieser
Doktorarbeit wurde humanes Lungengewebe verwemdetinex vivo Infektionsmodell zu etablieren,
welches die genauere Erforschung sowohl der Skekken- als auch der Influenza A Virusinfektion
an lebendem Gewebe ermdglicht. Der grof3e Vorteisel Modells liegt im Erhalt der komplexen
dreidimensionalen Lungenstruktur. Dies erlaubt eindifferenzierte Untersuchung der
unterschiedlichen Zelltypen und deren Wechselwigkum nativen Gewebeverband der Lunge.
AuRerdem gewahrleistet das Modell bedingt durchréliativ kurze Kultivierungszeit eine sehr hohe
genetische Authentizitat der Zellen im Vergleich héaufig passagierten Zellkulturen. Auch

Alveolarmakrophagen befinden sich in diesen Gewelbelen und kénnen die inflammatorische
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Antwort erheblich beeinflussen [61]. Weiterhin leietieses Modell die Méglichkeit Patientenproben
aufgrund von spezifischen Merkmalen wie Vorerkrarden, Rauchen, Alter oder Geschlecht zu
gruppieren um so deren Einfluss auf die immunoldgsAntwort zu bestimmen. Nicht zuletzt kénnen
derartige Modelle dazu beitragen die Anzahl arsethumstrittenen Tierversuchen zu reduzieren. Wie
alle Modelle besitzt auch dieses Einschrankungeas. Gewebe liegt isoliert vor, wodurch zum einen
keine Immunzellen mehr aus dem Blutkreislauf rakrutwerden kénnen und zum anderen ist die
nutritive Ver- und Entsorgung stark eingeschradkidem ist die natirliche Sauerstoffzufuhr tber die
Atmung nicht mehr vorhanden und es erfolgt keinentVaion der Alveolen und Perfusion der

Kapillaren. Dadurch kdnnten Prozesse wie Apoptoser oNekrose ausgeldst werden, die
moglicherweise die Inflammationsantwort beeinflusS¢icht publizierte Daten zeigen jedoch, dass es
nach 24 stundiger Kultur nur zu einem geringflgigemstieg der Laktatdehydrogenase kommt,
welcher ein Indikator fur Zellschadigung ist. Auffem konnte auf Proteinebene keine Aktivierung
der fur die Apoptose benétigten Effektorcaspaseod8r 6 nachgewiesen werden. Daher ist der
Zelluntergang in diesem zeitlichen Rahmen unter dewahlten Bedingungen vermutlich von

geringerer Relevanz. Weiterhin unterscheidet sahnatirliche Infektionsweg von dem des Modells.
Die Erreger gelangen direkt ins Lungengewebe ungetren damit den Weg von der Trachea bis zum
alveolaren Kompartiment. Diese Einschrankungen zieden andererseits die Komplexitat des
Modells, da die Immunantwort hier lediglich inndithder Gewebeprobe betrachtet wird und nicht als
Teil des Gesamtorganismus. Die Aussage, die dibtmgell liefern kann, ist dadurch auf kleine

Wissenseinheiten beschrankt, diese haben jedo@h hmihe analytische Aussagekraft. Auf diesem
Wege kann die direkte Interaktion der Pathogene imitLungengewebe vorhandenen alveolaren

Epithelzellen, Endothelzellen oder Alveolarmakrogdgrauntersucht werden.
6.1 Einfluss vonS. pneumoniae auf die Regulation der Zyklooxygenase-2

Im Streptokokken-Infektionsmodell zeigten Wachstuensuche, dass sich der Erreger in der Lunge
innerhalb von wenigen Stunden um mehrere logargbh@ Stufen vermehrte. Die Infektion flhrte zu
einer hohen Induktion der COX-2, wahrend die COXXKonstitutiv exprimiert war.
Immunhistologische Untersuchungen demonstriertexe eiurchS. pneumoniae induzierte COX-2
Expression in Alveolarmakrophagen sowie in Epithahd Endothelzellen. Dieser Befund konnte in
alveolaren Epithelzellen in Lungenschnitten von uPneniepatienten verifiziert werden. Bei
genauerer Untersuchung der Epithelzellen stelite lseraus, dass ausschlieZlich Typ Il Pneumozyten,
nicht jedoch Typ | Pneumozyten, die COX-2 vermaxprimierten. Ein gleiches Expressionsschema
zeigte sich auch bei einer Stimulation des Gewetieslen proinflammatorischen Zytokinen TNF-
und IL-18. Diese Ergebnisse stimmen mit anderen Studiereiiherelche die Induktion der COX-2
durch Streptokokken und/oder TN#HAL-1B in Bronchialepithel- sowie glatten Muskelzellen
beschreiben [22-24, 62]. Die exklusive Expressien@OX-2 in Typ Il Pneumozyten deckt sich mit
einer Studie von Khan et al. die diesen Befund msatnmenhang mit einer schweren Pneumonie

beim Affen beschreibt [63]. Es befanden sich EmrdgeArealen, in denen keine COX-2 Induktion
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detektierbar war. Umgekehrt existierten ebenfalleafe mit induzierter COX-2 und keinen Erregern
in der unmittelbaren Umgebung. Dies lasst daraufliefsen, dass kein direkter Kontakt der
Streptokokken mit den Zielzellen erforderlich istn die COX-2 Induktion auszulésen. Vielmehr
scheinen sekretierte Metabolite, entweder der Lisedjest oder des Erregers, zur COX-2 Induktion zu
fuhren. Dafur spricht ebenfalls die COX-2 Induktidarch alleinige Stimulation des Gewebes mit
Zytokinen.

Uber die COX-2 und weitere Synthasen wie z.B. dimsfcyclin und Thromboxan Synthase kénnen
eine Reihe von Prostanoiden synthetisiert werdell. [fn infizierten Lungenproben stieg die
Konzentration von PGE 6-keto-PGIE, und TXB,. Dieser Anstieg liel3 sich durch selektive Inhiti
der COX-2 unterdriicken. Eine Konzentrationszunalwegerer Prostanoide war nicht messbar. Wie
bereits in anderen Studien beschrieben [64, 68kist PGE eines der Hauptprodukte von humanen
Lungenzellen zu sein, welches Einfluss auf diergtammatorischen Eigenschaften von neutrophilen
Granulozyten besitzt [66]. Hinweise aus Experimenteit Bronchialepithelzellen indzieren, dass
MAPK die Induktion der COX-2 vermitteln [23]. Im i@ptokokken-Infektionsmodell kam es wéahrend
der Infektion zur Aktivierung der p38 MAPK, wohingen die ERK bereits vor der Infektion aktiviert
waren. Die p38 MAPK Aktivierung wurde ebenfallsadimemex vivo Streptokokken-Infektionsmaodell
von Xu et al. gezeigt [61]. Selektive Inhibition rd&inasen p38 und ERK im Lungengewebe
unterdrickte die S pneumoniae induzierte COX-2 Expression, sowie es bereits in
Bronchialepithelzellen beschrieben wurde [23]. Imté¥schied zum Lungengewebe sind die ERK
Kinasen nicht aktiviert in unbehandelten Bronchiadowie Alveolarepithelzellen [22, 24]. Die ERK
ist bereits direkt nach Entnahme des Gewebes aktiWlogliche Ursache dafir konnte der durch den
chirurgischen Eingriff ausgeltste Stress bzw. dagene Zuschneiden des Gewebes sein. In einer
anderen Studie konnte ebenfalls eine erhdhte ERHviAkung in Kontrollschnitten von humanem,
intaktem Lungengewebe beobachtet werden, welchedsich Stimulation jedoch weiter steigern liel3
[67]. Interessanterweise reicht die alleinige Akéivder ERK Kinasen nicht aus um die COX-2 zu
induzieren.

In einigen Modellen wird sowohl ein positiver alsca ein negativer Feedback Loop fur die COX-2
Expression beobachtet [50]. Im Lungengewebe kojedkech kein Feedback Loop festgestellt werden,
da weder die Inhibition der COX-2 noch die direlggmulation mit PGE einen Einfluss auf die
COX-2 Expression hatte.

Die Wirkung von PGE wird Uber vier EP Rezeptoren vermittelt [16]. Ditivierung des EP
Rezeptors kann zu einer Erhéhung der intrazellnl&alcium Konzentration fihren, wahrend die
Aktivierung der ER und ER Rezeptoren zu einem Anstieg der intrazellulareMBAKonzentration
fuhrt. Die ER Rezeptor Aktivierung kann bedingt durch verschied&plice Varianten sowohl den
Anstieg als auch eine Reduzierung der cAMP Konatiomm auslosen [68]. Im hier verwendeten

Lungengewebe wurde sowohl die Expression als aigehruhktion der Rezeptoren untersucht. Die
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Infektion mit S. pneumoniae beeinflusst nicht die Expression der vier Rezeptauf mRNA Ebene.
Im Gegensatz dazu wurde wahrend eieraxella catarrhalis Infektion von Bronchialepithelzellen
eine Hochregulation des EBnd des EPRezeptors beobachtet [24]. Dariiber hinaus reggltaie
Stimulation mit PGE sowie die spezifische Aktivierung des jFRezeptors im Lungenmodell zu
einem Anstieg der intrazellularen cAMP Konzentrati@iese Ergebnisse stimmen mit einer Studie
Uberein, welche den Anstieg der cAMP Konzentrafiorder Bronchialepithelzelllinie Calu-3 nach
Stimulation mit spezifischem ERRezeptoragonisten und P&Eemonstriert [69]. Dagegen zeigten
Joy et al., dass die Applikation sowohl von B@GIs auch des EFRezeptoragonisten keine cAMP
Erhdhung in Calu-3 Zellen bewirkt [70]. Diese ustdriedlichen Befunde sind moglicherweise auf ein
anderes experimentelles Design zuruckzufihren. Zuran sind die Zellen in dieser Studie kirzer
stimuliert worden, zum anderen wurde kein Phospgtdiase Inhibitor verwendet, welcher einen
schnellen cAMP Abbau verhindert und damit eine kKi@ie erleichtert.

Verschiedene Studien haben den Anstieg von Zytokimech Infektion mitS. pneumoniae in vitro,
invivo und ex vivo beschrieben [61, 71, 72]. Auch im humanen Lungerepe flhrte die Infektion
zum Anstieg von TNFe, IL-18, GM-CSF, PDGF, IL-10, IL-1ra, IL-15 und IL-17. Dalgegen war
eine Konzentrationszunahme der Zytokine IL-6, IM&8-10 und VEGF nicht messbar. Dies kdnnte
durch zelltypspezifische Expression in Bronchiatlegizellen erklart werden, welche in diesem
Modell nicht vorhanden sind. Weiterhin konnte siclie Zytokinregulation in primarem
Lungengewebe von der in immortalisierten Zelllinigrundséatzlich unterscheiden. Fur RGHnd
invitro verschiedene Wirkungen auf die Regulation von Kiyien beschrieben worden. Sowohl die
Induktion von IL-10 als auch die Inhibition von GG®BSF, TNFe, IL-12 oder PDGF wurde
dokumentiert [17-20, 73]. In Ubereinstimmung mi¢skn Studien resultierte die Hemmung der PGE
Synthese mittels COX-2 Inhibition im Lungengewele Erh6hung der Konzentration von PDGF.
Des Weiteren verursachte die COX-2 Inhibition eifechten, jedoch nicht signifikanten Anstieg von
TNF-o und GM-CSF. Da im menschlichen Lungengewebe emr&ensignal verschiedener Zelltypen
bestimmt wird, ist es durchaus mdglich, dass gegelishe Regulierungen Zytokinkonzentrationen
egalisieren. Mdgliche, gegensatzliche zelltypsjedie Zytokinfreisetzungen kénnen dadurch nicht
detektiert werden. Weiterhin ist denkbar, dass pPGdtiptsdchlich auf einwandernde Immunzellen

wirkt, die im hier eingesetzten Modell nicht vorkan sind.
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Streptococcus
pneumoniae

ERK

COX-2
+ INAKTIV

TNF-c.4 4 TNF-a

IL-1B4 4 IL-1B TXB, 4
GM-CSF4 4 GM-CSF
IL-104 4 IL-10
p38 IL-154 4 IL-15

IL-174 4 IL-17
PDGF44 4 PDGF

Abbildung 1: Schematische Darstellung der ErgeleniBse Infektion mitS. pneumoniae induziert im
Lungengewebe die p38 und ERK MAPK abhangige Expesier Zyklooxygenase-2 (COX-2). Die
Aktivitat der COX-2 bewirkt einen Anstieg der Prasbvide PGE PGh, und TXB,. Weiterhin flhrt
die Infektion zu einem Anstieg von TNE-IL-18, IL-15, GM-CSF, IL-17, IL-10, IL-1ra und RGF.
Die Inhibition der COX-2 wéahrend der Infektion vignkt den Anstieg von PDGF zusatzlich. Des
Weiteren resultiert die Stimulation mit P&Eowie mit spezifischem BRRezeptor Agonist (PGE

OH) in einem Anstieg der intrazellularen cAMP Kontzation.
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6.2 Influenza A Viren infizieren Typ Il Pneumozyten

Ziel dieser Studie war es, das Infektionsverhalenschiedener Influenzastamme in humanexmwijvo
kultiviertem Lungengewebe zu charakterisieren. Dabkte untersucht werden, inwieweit sich aviare,
humane und porzine Viren in der Replikation, dertitigpismus und der induzierten Zytokinantwort
unterscheiden. Mdbglicherweise lassen sich daduraiick$thlisse auf die Ursachen der
unterschiedlichen Pathogenitat der verschiedentuehlzaviren im menschlichen Wirt ziehen. Die
verwendeten aviaren und porzinen Viren replizierten sehr schwach in humanem Lungengewebe,
wahrend das hoch-pathogene aviare Thai/04(HSN1)sVeowie das saisonale NC/99(H1N1) Virus
und das pandemische Bay/09(H1N1pdm) Virus sehrrgplizierten. Das Replikationsvermogen
korreliert méglicherweise mit der Infektionshaufgkund dem Krankheitsverlauf beim Menschen.
Generell treten Infektionen mit den klassischeréu@n oder porzinen Viren beim Menschen eher
selten auf und verlaufen meist mild [25, 74]. Infeken durch saisonale Viren sind hingegen relativ
haufig [75]. So infizieren sich jedes Jahr bis Bu% der Bevdlkerung mit den aktuell zirkulierenden
Viren [76]. Infektionen durch das Thai/04(H5N1) Mér sind deutlich seltener dokumentiert, jedoch
durch eine hohe Mortalitdt charakterisiert [77, .7&8Jange Zeit wurde spekuliert, dass die
Rezeptorausstattung der Lunge ausschlaggebenadgiurderschiedliche Wachstumsverhalten aviarer
und humaner Viren im humanen Wirt ist. Aktuelle @& konnten jedoch nicht nur Rezeptoren fur
aviare und humane Influenzaviren in der Lunge naiéswn [30], sondern auch die Bindung aviarer
Viren an humane Lungenepithelzellen [32, 79]. Dechnacheint es weitere Faktoren zu geben,
welche die Pathogenitat der verschiedenen Influstérane beeinflussen.

Weiterhin wurde postuliert, dass das aviare hochggene H5N1 Virus bevorzugt Typ |
Pneumozyten infiziert und darin der Grund der hoRathogenitat des Virus liegen kdnnte [79]. Im
Influenza A-Infektionsmodell konnten mittels Immustochemie avidre und humane Rezeptoren
sowohl auf Typ | als auch auf Typ Il Pneumozytenekigert werden, wodurch die Befunde der
friheren Studien [30] bestatigt bzw. erweitert veerdTrotz der Expression beider Rezeptoren auf
beiden Zelltypen infizierte keines der getestetemery Typ |, sondern ausschlielZlich Typ I
Pneumozyten, was bereits fur pandemischen und nsdéso Viren in humanem Lungengewebe
beschrieben wurde [80]. Die Expression der Sialinséonjugate auf der Zelloberflache ist daher
mdglicherweise nicht die alleinige Vorraussetzuig dine erfolgreiche Influenza A Virusinfektion.
Uber die Relevanz der Rezeptoren gibt es Studignunterschiedlichen Aussagen. Aufgrund der
Bindung von Influenzaviren an Sialinsduren [28] deaur bisher angenommen, dass die
Sialinsaureexpression ein notwendige Voraussetfiimgine Influenza A Virusinfektion ist. Neuere
Studien zeigen jedoch eine erfolgreiche Infektieapiratorischer Epithelzellen, deren Sialinsauren
durch Neuraminidasebehandlung entfernt wurden &9, Insgesamt deuten die Ergebnisse dieser
Studien daraufhin, dass neben der Sialinsdureesipreswveitere Faktoren fiir die erfolgreiche
Influenza A Vireninfektion eine Rolle spielen. Inedem Zusammenhang wird das Vorhandensein

potentieller weiterer Rezeptoren diskutiert [81]o Qjibt es Hinweise, dass zumindest die
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endozytotische Aufnahme der Influenzaviren vom epithlen Wachstumsfaktor Rezeptor (EGFR)
abhangig ist [82]. Immunhistologische Untersuchunge humanem Lungengewebe zeigten die
EGFR Expression in Typ Il nicht jedoch in Typ | Rnezyten [83]. Es kdnnte daher spekuliert
werden, dass Typ | Pneumozyten aus diesem Gruid imifiziert werden. Diese Hypothese bedarf
jedoch weiterer Untersuchungen. So konnte beispééée der EGFR vor der Infektion durch
spezifische Antagonisten im Lungengewebe blockiemtden, um anschlieRend die Auswirkung auf
die Typ Il Pneumozyten Infektion zu untersuchen.

Da alle getesteten Viren Typ Il Pneumozyten infeiekann ihre variierende Virulenz nicht durch
einen unterschiedlichen Zelltropismus im periphetemgengewebe erklart werden. Den Typ I
Pneumozyten kommt dementsprechend eine entscheideolte wahrend der Influenza A Infektion
im tiefen Respirationstrakt zu.

Neben den Typ Il Pneumozyten infizierten alle getes Influenzastamme in deutlich geringerem
Maf3e auch Alveloarmakrophagen. Die positive Alveakkrophagenfarbung kénnte einerseits auf
die Replikation der Viren, andererseits auf infitde phagozytierte Zellen zurtickzufiihren sein. In
anderen Studien ist die Infektion von isoliertewvedlarmakrophagen durch humane und aviare Viren
beschrieben [84-86]. Es kann daher vermutet werdass es auch in diesem Infektionsmodell zu
einer Infektion von Alveolarmakrophagen kommt. Auwifigd der prozentual geringen Anzahl an
infizierten Makrophagen spielen diese bei der \fgpbkation vermutlich eher eine untergeordnete
Rolle. Dafur kénnten sie einen entscheidenden &gibur Zytokinproduktion leisten, wie bereits in
einem anderen Lungeninfektionsmodell @itpneumoniae indiziert [61]. Die saisonalen Viren vom
Subtyp H3N2, HIN1 sowie das pandemische Bay/09(hytINf) Virus induzierten lediglich eine
schwache Zytokinbildung. Auch in Makrophagen ungealéren Epithelzellen fuhrt die Infektion mit
dem pandemischen Bay/09(H1N1pdm) Virus nur zu egeging ausgepragten Zytokinantwort [35,
87]. Sollte das Virus im Menschen eine dhnlich sative Immunreaktion auslésen, kénnte dies eine
Erklarung fir dessen schnelle Verbreitung sein. @wowohl das saisonale Pan/99(H3N2) Virus als
auch das hoch pathogene Thai/04(H5N1) Virus sichLumgengewebe &hnlich gut vermehren,
verursacht das Thai/04(H5N1) Virus eine deutlidiristr ausgepragte Zytokinproduktion. Auf3erdem
|0st das niedrig-pathogene aviare Dk/AIb(H12N5) ugireine starke Zytokinantwort aus, obwohl
dessen Vermehrung in der Lunge stark eingeschiétkth dendritischen Zellen flhrt die Bindung an
den aviaren Rezeptor selbst durch UV-inaktivierieel bereits zur Induktion verschiedener Zytokine
[88]. Dies kdnnte eine starke Zytokinantwort betighzeitig schlechtem Wachstum erklaren. Das
klassische porzine Virus vermehrt sich schlecht imddziert kaum Zytokine. Insgesamt implizieren
diese Daten, dass sowohl der Zelltropismus als dieZytokinantwort nicht die einzigen Kriterien
sein konnen, welche das Wachstumsverhalten bzwPatieogenitat der Viren beeinflussen. Vielmehr
missen weitere Faktoren in Bezug auf die Wechdalwigen zwischen Viren und Wirtszellen

bertcksichtigt werden, um deren komplexe Interaktiesser verstehen zu kénnen.
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6.3 S. pneumoniae induziert antimikrobielle Peptide in Bronchialepithelzellen

Antimikrobielle Peptide spielen eine wichtige Ralteder frihen Abwehr von Pathogenen, aber auch
in der Regulation von anti- und proinflammatorisct®tokinen [89]. Die antimikrobielle Wirkung
von hBD-2 und 3 gegenlber dem bekapselten Stammi€d38arker ausgepragt als gegeniuber der
unbekapselten Variante R6X. Dies kdnnte darauf cmifiihren sein, dass die antimikrobiellen
Peptide von der Kapsel gebunden werden, akkumuoliered eine hohere lokale Konzentration
erreichen, ahnlich wie es schon hdbefensinen beobachtet wurde [90]. AuRerdem kaarfatilende
Kapsel eine Anderung der Nettooberflachenladungilkew. Dies konnte sich auf die Bindung der
positiv geladenen antimikrobiellen Peptide auswirkBie Infektion primarer Epithelzellen und der
Bronchialepithelzelllinie BEAS-2B mit Streptokokkdiihrte zur Induktion von hBD-2 und 3. In
einigen klinischen Studien konnte wahrend versaried bakterieller Pneumonien ein Anstieg dieser
antibakteriellen Peptide im Plasma oder der broakfeolaren Lavage beobachtet werden [91, 92].
Die in den genannten Studien sowie in dieser Stgdimessenen Peptid-Konzentrationen waren sehr
gering. Um eine antimikrobielle Wirkung geg&pneumoniae zu erzielen ist eine deutlich hdhere
Konzentration erforderlich. Es ist daher davon agshen, dass die antimikrobiellen Peptide eher
Uber bereits beschriebene regulatorische Eigenschafirken [42]. Trotzdem kann es in den
Atemwegen durch Akkumulation lokal zu héheren Kanizgtionen kommen bzw. die Peptide kénnen
auch synergistisch mit anderen AMPs direkt auf &gthe wirken.

Pattern Recognition Rezeptoren erkennen als Bdsiamgr angeborenen Immunitat verschiedene,
hochkonservierte Molekulstrukturen von Bakterienewe.B. Zellwandfragmente oder andere
Virulenzfaktoren [93]. Durch Ausschaltung des TLRéhnte die Streptokokken induzierte Bildung
von hBD-2 und 3 vollstéandig unterbunden werden.sBieBefund deckt sich mit denen anderer
Studien, welche ebenfalls die TLR-2 abhéngige Itdak von hBD-2 in verschiedenen
Epithelzelllinien beschreiben [94-96].

Es ist bekannt, dass die Aktivierung des TLR-2 &kivierung der MAPK und der PI3K fiuhrt [53].
Die Streptokokkeninfektion fihrte in BEAS-2B Zellemr Aktivierung der MAPK ERK, p38 und
JNK sowie der AKT Kinase, die Uber die PI3K aktivieiird. Diese Ergebnisse stimmen mit anderen
Studien Uberein [23] und die Aktivierung der p38 RI konnte ebenfalls in der COX-2 Studie im
Lysat infizierter Gewebeproben gezeigt werden. Ad&m zeigte sich, dass ausschlielich die
Inhibition der PI3K die Bildung von hBD-2 unterdkic Die Beteiligung der PI3K wurde bereits
beschrieben, im Gegensatz zu den Ergebnissen ditgdie war die Aktivitdt der p38 und JNK
MAPK allerdings ebenfalls essenziell fur die Systeron hBD-2 [54]. Die Inhibition von JNK
unterdriickte die Bildung von hBD-3, was darauf f3gn lasst, dass sich die Signalwege, die zur
Bildung von hBD-2 und 3 fuihren, unterscheiden. Diduktion inflammatorischer Gene wahrend der
Streptokokkeninfektion wird wesentlich Uber die Askriptionsfaktoren Nkeb und AP-1 vermittelt
[72, 97]. Ihre wichtige Rolle in der Regulation dd#3D-2 und 3 Expression wurde bereits in mehreren

Studien beschrieben [55-57]. Diese Beobachtung imidieser Studie bestétigt, da eine Rekrutierung
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von NF«b an den hBD-2 Promoter detektiert werden konnté die Inhibition von NF<b die
Streptokokken induzierte hBD-2 Bildung minderte. it&fdin wurde eine Rekrutierung von AP-1 an
den hBD-3 Promotor detektiert, was eine Beteiligudgeses Transkriptionsfaktors an der

Streptokokken induzierten hBD-3 Bildung vermutessta

7 Fazit und Ausblick

Zusammenfassend betrachtet konnten in dieser expetellen Arbeit zwei klinisch bedeutende
Infektionsmodelle erfolgreich etabliert werden. Bezug auf die Infektionssituation im Menschen
konnten diese Modelle einen wichtigen Beitrag zlérgng grundlegender Fragen der angeborenen
Immunantwort und des Erregerverhaltens leisteniiDarhinaus stellen die Lungeninfektionsmodelle
eine wichtige Ergénzung zu Zellkultur- und Tiervensen dar.

Sekundare Streptokokkeninfektionen nach einer \wgegangenen Influenza A Virusinfektion stellen
ein erhebliches klinisches Problem dar und fuhreschweren Komplikationen der Pneumonie [4, 5].
Die erfolgreiche Etablierung der Modelle ermégliciin eine Studie, deren Gegenstand es sein wird
beide Modelle zu kombinieren um die konsekutiveektibn mit Influenzaviren und Streptokokken
genauer zu untersuchen.

Die Regulation und Wirkung der antimikrobiellen Bde die zunachst in Zellkulturversuchen gezeigt
werden konnte, sollte nun auch im Streptokokkengaminfektionsmodell validiert werden. Sollte
sich dabei herausstellen, dass die antimikrobielReptide das Erregerwachstum oder die
inflammatorische Antwort beeinflussen kénnen, kénnsie in Zukunft einen natzlichen Beitrag zur

Behandlung der bakteriellen Pneumonie leisten.
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