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Abstrakt

Streptococcus pneumoniae ist ein wichtiger aggressiver, pathogener Erreger, der haufig
bakterielle Meningitis sowie Pneumonie und Sepsis verursacht. Die Pneumokokken
Infektion sowie die Virulenz hangt von der Auspragung der Kapsel ab. Als Zielscheibe
wird das Endothel durch Pneumokken und seine Virulenzfaktoren wahrend der
Pneumokkoken Infektion ausgerichtet. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die
molekularen Kontrollmechanismen der durch Streptococcus pneumonaie induzierten
endothelialen Apoptose zu untersuchen. Dazu wurden primar kultivierte humane
Endothelzellen (HUVEC) mit Streptococcus pneumoniae infiziert. AnschlieBend wurden
verschiedene Merkmale in Bezug auf Apoptose und deren Kontrollmechanismen
quantifiziert. Wahrend die unbekapselten Pneumokokken (R6x) =zeit- und
dosisabhangige Apoptose in HUVEC auslésten, fihrte die Exposition gegeniber
bekapselten Stammen zu Nekrose. Die Deletion des Pneumolysingens in R6x flhrte zu
verminderter Apoptose. In apoptotischen Endothelzellen waren vermehrte
Caspaseaktivitaiten nachweisbar und der Pancaspaseinhibitor zVAD blockierte eine
Pneumokokken-induzierte Apoptose. Ebenso flihrte die Erhéhung von cAMP zur
Blockierung von Pneumokokken-induzierter Apoptose. Die Pneumokokken-induzierte
Apoptose der Endothelzellen reduzierte das Bcl-2-Protein und induzierte eine AlF-
Ausschittung sowie die Aktivierung der Caspasen 6 und 9. Pneumokokken aktivierten
in Endothelzellen die p38-MAPK- und -JNK-Kinase. Die chemische Inhibition der p38
(SB202190) oder JNK (SP600125) reduzierte Pneumokokken-induzierte Apoptose,
wahrend inaktive Kontrollsubstanzen ohne Effekt waren. Die Kenntnis der
Pneumokokken-bedingte Apoptose der Endothelzellen kénnte signifikant zur Klarung
der Pathogenitat von Pneumokokkenerkrankung beitragen.

Weiterfihrende Untersuchungen sind notwendig, um genauere Einblicke in das
komplexe Geschehen der Apoptose zu erlangen. So kénnen nicht nur neue potenzielle
Zielproteine zur Therapie von Erkrankungen gefunden, sondern auch grundlegende
biochemische und molekulare Mechanismen von Streptococcus pneumonaie in
Endothelzellen besser verstanden werden. Darlber hinaus sollten durch In-vivo-

Untersuchungen die Ergebnisse der In-vitro-Experimente vertieft werden.



Abstrakt

Streptococcus pneumoniae is the major pathogen of community-acquired pneumonia
and a common cause of otitis, meningitis and sepsis. During pneumococci infection
accompanied with bacterial invasion and hematogeneous spreading, the endothelium is
directly targeted by pneumococci and their virulence factors. Therefore, we tested the
hypothesis that pneumococci induced endothelial apoptosis. Unencapsulated R6x
pneumococci strongly induced apoptosis of human endothelial cells from umbilical vein,
whereas an encapsulated mainly led to necrotic cell death. Deletion of the gene coding
for pneumolysin reduced pneumococci-induced apoptosis in HUVEC. Furthermore, N-
acetyl-L-cysteine, an antioxidant thiol, significantly reduced apoptosis caused by R6x
implicating a role of reactive oxygen species in pathogenesis. Apoptotic cells showed
increased cleavage and activity of caspases 6 and 9. Programmed cell death could be
strongly reduced by pan-caspase inhibitor zVAD. Caspase activation and apoptosis
were abolished by cAMP elevation. Moreover, p38 (SB202190) mitogen-activated
protein kinase and c-Jun (SP600125) NH2-terminal kinase were activated in
pneumococci-infected cells and inhibitors of both kinases strongly reduced
pneumococci-induced caspase activation and apoptosis. In conclusion, kinase- and
caspase dependence of pneumococci-induced endothelial apoptosis may implicate a

new therapeutical access to pneumococci-related disease.



Einleitung

1 Einleitung

Das Endothel stellt den luminaren Anteil der GefaBwand dar. Es dient es als Monolayer
zwischen Blut und Gewebe (Sumpio et al., 2002) und besitzt eine Flache von mehr als
1000 m? Das Endothel besteht aus ca. 1012 Einzelzellen und hat ungefahr 0,1 kg
Gesamtmasse (Augustin et al., 1994, Jaffe, 1987). Es (libt eine vielseitige Funktion aus.
Neben seiner Bedeutung fur die selektive Permeabilitat beteiligt es sich an der
Regulation von GefaBtonus und Blutfluss als auch an der Hombostase von Gerinnung
und Fibrinolyse (Goligorsky et al., 2009). Das Endothel wirkt immunmodulatorisch und
nimmt an der Regulation von Inflammation und Abwehr teil (Aird, 2003). Bei
Entziindungsprozessen, insbesondere der Sepsis, ist diese Funktion gestort. Es kommt
zu starken Permeabilitatsveranderungen (Hippenstiel and Suttorp, 2003).

Die Bildung von Stickstoffmonoxid (NO), das identisch ist mit Endothelium-derived
relaxing factor (EDRF), und die Bildung von Endothelin sind die bedeutenderen
Mediatoren der endothelialen Regulation des GefaBtonus. Des Weiteren beeinflusst es
die Stromung durch das GefaBsystem und die FlieBfahigkeit, unter anderem durch
Hemmung und Aktivierung von Gerinnungsprozessen. Somit hat eine
Endotheldysfunktion stets gravierende pathologische Folgen. Obwohl Endothelzellen im
Rahmen einer Pneumokokkensepsis Zielzellen sind, ist die Interaktion zwischen beiden
Einheiten unzureichend geklart.

1.1 Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) sind grampositive, ovale bis lanzettférmige
Kokken, die meist in Paaren angeordnet sind. Aufgrund dieser morphologischen
Anordnung wurden Pneumokokken zunachst als Diplococcus pneumoniae in der
Literatur beschrieben (Shulman, 2002; Fraenkel und Weichselbaum, 1886).
Pneumokokken sind bekapselt oder unbekapselt, unbeweglich und nicht sporulierend.
Wahrend der Kultivierung auf Blutagar bilden sie a-hdmolytische Kolonien mit grinem
Hamolysenhof aus (Hahn et al., 2004; Kayser et al., 1997). Das Wachstums- und
Temperaturoptimum liegt bei 37 °C, einem CO»-Gehalt von 5-10 % und einem pH-Wert
von 7,4. Erstmalig wurden 1874 kettenférmige Kokken als ,Streptokokken® in der
Literatur beschrieben (Billroth, 1874). Viele Streptokokken sind harmlose
Kommensalen, jedoch gibt es ebenfalls hoch virulente Krankheitserreger, die sowohl
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bei Tieren als auch beim Menschen schnell zum Tode fihren kénnen. Zu den humanen
Krankheitserregern gehért Streptococcus pneumoniae. Eine Klassifizierung von S.
pneumoniae erfolgte aufgrund der chemischen Feinstruktur der Kapselpolysaccharide,
die zur sogenannten ,Danischen Nomenklatur® mit bisher 90 Serotypen fihrte (Black S.,
2010; Lund und Henrichsen, 1987; Henrichsen, 1995).

1.1.2 Epidemiologie

Streptococcus pneumoniae ist ein wichtiger aggressiver, pathogener Erreger, der vor
allem bei Erwachsenen und Kindern haufig bakterielle Meningitis sowie Pneumonie und
Sepsis verursacht (Davachi et al.,, 2002 Schuchat, 1997; Aronin, 1998). Trotz des
therapeutischen Einsatzes von Antibiotika bei dieser Erkrankung nimmt die
Mortalitatsrate nicht ab (Durand, 1993).

Von Bedeutung ist, dass in den letzten Jahren eine zunehmende Antibiotikaresistenz
bei S. pneumoniae beobachtet wird. Beispielsweise haben sich die Resistenzraten
gegenuber Penicillin in Nordamerika von unter 0,02 % im Jahre 1987 auf 3 % im Jahre
1994 und Uber 30 % in manchen Kommunen der USA vervielfacht (Breiman, 1998). In
Deutschland aber liegt die Resistenz bei 6,3% (Hoéffgken G. et al. 2009). Durch diese
fulminante Resistenzentwicklung ist davon auszugehen, dass Pneumokokken trotz
antibiotischer Therapie in Zukunft langanhaltend im Kérper des Patienten Gberleben
werden (Reinert et al., 2005; Mufson und Stanek, 1999). Demzufolge sind von gréBter
Bedeutung die bakteriellen Toxine, die freigesetzt werden (Fiore, 2000). Nach Tomasz
fihrt die Therapie mit Antibiotika zu einer Freisetzung von Zellwandbestandteilen von S.
pneumoniae. Durch Initiation einer Inflammationskaskade werden einen groB3en Teil der
Schadigung in  Pneumokokken-bedingten Erkrankungen verantwortlich gemacht
(Tomasz, 1989).

1.1.3 Virulenzfaktoren der Pneumokokken

Das grampositive Bakterium S. pneumoniae besitzt eine Vielzahl von
Virulenzmerkmalen (vgl. Abb. 1.1), wie das Oberflachenprotein Autolysin sowie
intrazellulare Proteine, wie Wasserstoffperoxid und Pneumolysin (Freyer, 1999;
Mitchell, 2000). Die Virulenz hangt von der Auspragung der Kapsel ab. Bekapselte

Stamme sind um das 10° virulenter als die unbekapselten Varianten (Watson und
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Musher, 1990). Die Virulenzfaktoren Kapseln, Pneumolysin und Wasserstoffperoxid
waren Gegenstand dieser Studie, daher werden Sie im Detail beschrieben.

CbpA

Oberflachenprotein flir Adharenz; wichtig fir
Kapsel Kolonisation und Invasion

= antiphagozytér;
= Bildung spezifischer Antikérper
gegen Kapsel-Polysaccharide

Wasserstoffperoxid

intrazytoplasmatisch lokalisiertes,
zytotoxisches Sauerstoffradikal

Pneumolysin

Autolvsin

Pneumolysin

intrazytoplasmatisches Toxin
wird bei Lyse freigesetzt
zytotoxisch
komplementaktivierend

= lysiert Zellwand bei Antibiotikagabe
= flhrt zur Freisetzung von H202und
Pneumolysin

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Virulenzmerkale von S. pneumoniae mit ihrer Lokalisation
und Funktion (in Anlehnung an Mitchell, 2000)

Kapsel

Als wichtiger Virulenzfaktor des Pneumokokkus ist die Kapsel bekannt. Avery und
Mitarbeiter zeigten, dass die l6sliche Substanz, die den Pneumokokkus umgibt, aus
Polysacchariden zusammengesetzt ist. Die Kapsel besteht aus repetitiven Oligomeren,
die Ober Phosphodiesterbindungen verbunden sind. Aufgrund der Unterschiedlichkeit
der Antigenitat werden heute Uber 90 Serotypen unterschieden. Studien zeigten eine
deutliche Assoziation der Kapsel mit der Virulenz der Pneumokokken, wobei
nichtbekapselte Varianten eine deutlich erhdhte Sensitivitdt gegenliber Phagozytose
hatten (Avery und Dubois, 1931). Die Funktion der Kapsel beruht auf der Verhinderung
der Phagozytose. Die Kapsel scheint zwar keine nennenswerte Rolle bei Adharenz,
Invasion oder Induktion der Entziindungsreaktion zu spielen, sie verhindert jedoch eine
Opsonisierung  (Chudwin et al., 1985) und somit eine Aktivierung der
Komplementkaskade (de Velasco et al., 1995).
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Die Zellwand der Pneumokokken setzt sich aus einem Peptidoglykangerist zusammen,
das aus verknUpften N-Acetylmuraminsauren und N-Acetylglukosaminen besteht. Die
einzelnen Muraminsaureglieder sind Gber Aminosauren peptidisch verknlpft (Schlegel,
1992). An diese Peptidoglykanschicht ist Phosphorylcholin gebunden, das mit
Teichonsaure verbunden ist. Die Zellwand tragt bei unbekapselten Pneumokokken zur
Adhésion an humane Endothelzellen bei, indem sie eine ,prokoagulierende Aktivitat®
(PCA) auf humanen Endothelzellen induziert (Geelen et al., 1993).

Phosphorylcholin als Bestandteil der Plasmamembran-assoziierten Lipoteichonsaure
(LTA) stellt zum anderen die Bindungsstelle fir die sogenannten cholinbindenden
Proteine der Pneumokokken dar (Garcia et al., 1994; Briese und Hakenbeck, 1985;
Leon und Young, 1971; Gotschlich und Liu, 1967). Ebenso sind in der Zellwand
Sialinsduren zu finden, die auch bei weiteren Meningitiserregern, wie Gruppe-B-
Streptokokken (GBS) (Wessels et al. 1989) und den humanpathogenen Neisseria-
Spezies eine wichtige Rolle bei der Pathogenese spielen. Bei Meningokokken
vermitteln sie eine Resistenz gegentber dem Immunsystem, indem sie den alternativen

Weg des Komplementsystems aktivieren und regulieren (Ram et al., 1998).

Wasserstoffperoxid (H205)

S. pneumoniae fehlt die Wasserstoffperoxid-abbauende Enzymkatalase. Deshalb
entsteht eine hohe H.O,-Konzentration, die mit der in neutrophilen Granulozyten
vergleichbar ist. Diese setzen H,O, als Pathogenitatsfaktor ein (Braun, 2002; Duane,
1993). Hirst et al. beschreiben in einem Modell die pathogenetische Bedeutung des
freigesetzten H>O. in alveolaren Epithelzellen (Hirst et al., 2000). Mdglich ist, dass H>O»
in die Wirtszelle diffundiert und Uber einen oxidativen Schaden den programmierten
Zelltod induziert (Cochrane, 1991; Chandra, 2000). Neuere Studien mit Gehirnzellen
(Freyer, 1999; Braun, 2002), Leukozyten (Zysk et al., 2000 ) und Lungenepithelien
(Schmeck et al., 2004) demonstrieren, dass Pneumokokken Uber H>O. den

programmierten Zelltod durch verschiedene und spezifische Mechanismen induzieren.

Pneumolysin

Pneumolysin ist im Zytoplasma von S. pneumoniae lokalisiert. Dem Toxin, ein thiol-
aktiviertes Zytolysin, fehlt eine sekretorische Signalsequenz, sodass Pneumolysin nicht
aktiv sezerniert, sondern erst nach der Autolyse freigesetzt wird (Cockeran, 2002). Fr
die Virulenz ist es wichtig, seine Fahigkeit zur Zelllyse und das Kklassische
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Komplementsystem durch die Bindung an den Fc-Teil von IgG zu aktivieren (Mitchell,
2000).

1.2 Apoptose

Bis vor einigen Jahren hat man den Zelltod als ein Ereignis betrachtet, das fir den
Organismus grundsatzlich negativ ist. Der programmierte Zelltod besitzt jedoch eine
wichtige regulatorische Funktion wahrend der Entwicklung und Erhaltung des
Organismus und stellt damit einen zentralen Teil des Lebens dar. Die nicht
inflammatorische Eliminierung von Zellen durch Apoptose ist ein wichtiger Prozess bei
der embryonalen Entwicklung und dient damit auch der Immuntoleranz in adulten

Organismen (Golstein et al., 1991; Kroemer et al., 1998).

1.2.1 Merkmale des Zelltodes ( Apoptose versus Nekrose)

Mehrere Millionen Uberzahlige, gealterte oder beschadigte Zellen des menschlichen
Korpers sterben taglich durch Apoptose (Kroemer et al., 1998). Stérungen bei diesen
Prozessen kdnnen verschiedene Erkrankungen zur Folge haben. So bedingt eine
vermehrte Apoptose in Organen die Entstehung von neurodegenerativen Krankheiten,
wie Alzheimer, Parkinson, BSE (Bovine spongiforme Enzephalopathie), AIDS (Acquired
Immune Deficiency Syndrome) sowie andere virale und bakterielle Infektionen (Evan et
al., 2001; Engidawork et al., 2001; Gougeon, 1997). Eine zu niedrige Apoptoserate flihrt
zu Autoimmunstérungen, Diabetes und Nierenerkrankungen, Systemischer Lupus
erythematodes (SLE) (Reed et al., 2002). Um solche Stérungen mdglichst zu
vermeiden, ist der Prozess der Apoptose sehr genau kontrolliert.

Man unterscheidet zwei Arten des Zelltods: die Nekrose und die Apoptose. Zu Beginn
der 70er-dahre wurde eine Form des Zelltods beschrieben, die sich deutlich von der
Nekrose unterscheidet (Kerr, 1972). Spater wurden beim Fadenwurm Caenorhabditis
elegans die ersten Gene entdeckt, die fiir die Apoptose verantwortlich sind (Hengartner
et al., 2000). Durch Mutationen wurden die Gene gefunden, die fir die Induktion der
Apoptose wahrend der Entwicklung essenziell sind (Sulston und Horvitz, 1977).
Nekrose wird durch die Aktivierung des Komplementsystems, durch Infarkte oder durch
bestimmte Chemikalien ausgel6st. Dies fuhrt zur Ausschittung des Zellinhalts in die
Umgebung der Zelle sowie zu inflammatorischen Reaktionen und somit zur Schadigung
des umgebenden Gewebes (Kroemer et al., 1998; Golstein et al., 1991; Afanas’ev et
al., 1986). Im Gegensatz zur Nekrose ist die Apoptose ein aktiver, regulierter Prozess.
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Sie wird daher auch als programmierter, physiologischer oder regulierter Zelltod
bezeichnet. Nach Apoptoseinduktion finden morphologische Veranderungen statt: die
Zellbestandteile werden in charakteristischer Weise zerkleinert, in sogenannte
apoptotische Koérperchen verpackt und schlieBBlich durch Zellen des Immunsystems
phagozytiert, sodass Entziindungsreaktionen vermieden werden (Leist et al., 2001; Voll
et al, 1997). Auch molekulare Anderungen, wie internukleosomale DNA-
Fragmentierung (Wyllie et al., 1984) und eine Umverteilung des Phosphatidylserin von
der intrazellularen zur extrazellularen Seite der Plasmamembran (Fadok, 1998) kénnen
in apoptotischen Zellen nachgewiesen werden. Im Verlauf der Apoptose (vgl. Abb. 1.2)
werden definierte Signaltransduktionswege aktiviert. Pro- und antiapoptotische

Molekdile greifen regulierend in diesen Prozess ein.

Abb. 1.2: Charakteristische Veranderung einer Zelle im Verlauf der Apoptose

Normale Zelle (a). Zunachst schrumpft die Zelle, das Zytoplasma und Chromatin kondensieren (b). Im
weiteren Verlauf wird der Zellkern fragmentiert. Vesikel werden von der Cytoplasmamembran
abgeschnirt (c). Der apoptotische Kérper wird von Makrophagen phagozytiert und schlieBlich lysosomal
verdaut (d) (Abbildung modifiziert nach Kerr et al., 1994).
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1.2.2 Molekulare Grundlagen der Apoptose

Apoptose ist ein genetisch regulierter, aktiver biochemischer Prozess und kann durch
das Auftreten proapoptotischer bzw. durch den Verlust antiapoptotischer Signale und
die Aktivierung bestimmter Proteasen (Caspasen) ausgelést bzw. vermittelt werden
(Ellis et al., 1991). Diese aktivieren sich gegenseitig und amplifizieren auf diese Weise
das proapoptotische Signal. Sie spalten zahlreiche Strukturproteine und Enzyme und
bedingen so die charakteristischen morphologischen Veranderungen. Das Programm
der Apoptose kann Uber zwei verschiedene Wege ausgeldst werden: einerseits durch
extrazellulare Liganden, wie Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) oder Fas Ligand (FasL) bei
der exogen rezeptorvermittelten Apoptoseinduktion, oder durch bestimmte endogene
Signale, die spezifische mitochondriale Veranderungen hervorrufen und auf diese
Weise Caspasen-abhangig oder -unabhangig zum programmierten Zelltod fihren.

1.2.3 Zelltodrezeptor

Die Zelltodrezeptoren gehéren zur Familie der TNF-Rezeptoren. Im Jahr 1975
beobachtete man nach der Zugabe eines bestimmten, von Makrophagen produzierten
Faktors, dem Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNFa), die Zerstérung bestimmter
Tumorzellen (Carswell, 1975). TNF bindet an bestimmte Rezeptoren an der
Zelloberflache und induziert auf diese Weise Apoptose. Diese Rezeptoren sind
Zelloberflachenrezeptoren und besitzen zwei bis sechs extrazellulare cysteinreiche
Domanen, Uber die sie ihre Liganden binden (Smith, 1994). Die Ubrigen Doménen
(ibermitteln Signale, die zur Proliferation, zum Uberleben und zur Differenzierung fiihren
(Locksley et al., 2001). Die Zelltodrezeptoren besitzen weiterhin eine intrazellulare
Domane (DD, Death Domaine), die unerlasslich flr die apoptotische Signallbertragung
ist (ltoh und Nagata, 1993; Tartaglia et al., 1993). Die am besten charakterisierten
apoptosevermittelnden Rezeptoren, die sogenannten Zelltodrezeptoren, sind der TNF-
Rezeptor | (TNFR1/TNFRSF1A/p55/CD120a) und der Fas (TNFRSF6/APO-1/CD95)-
Rezeptor (Locksley et al., 2001; Ashkenazi und Dixit, 1998). Das Fas, ein
Transmembranprotein der TNF-a-Rezeptor-Subfamilie, ist das erste Mitglied einer
Gruppe von ,Todesrezeptoren®, die an der Weiterleitung von Todessignalen beteiligt
sind (CD95/APO-1) (Daniel et al., 2001). Die Fas/FADD-vermittelte Apoptose (vgl. Abb.
1.3) ist ein dominierender Mechanismus fir die Realisierung der Immunantwort. Diese
wird durch den Fas/FADD-Liganden (FasL), ein TNF-verwandtes

Transmembranprotein, ausgel6st. Er verfigt Gber eine sogenannte ,Todes-Effektor-
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Domane*, wie sie auch in der Prodoméne von Procaspase 8 zu finden ist, und vermittelt
die Anbindung der Procaspase an den sogenannten zelltodinduzierenden
Signalkomplex (Chinnaiyan, 1995). Seine Bindung l6st eine Rezeptortrimerisierung oder
Oligomerisierung aus und fihrt zur Ausbildung des sogenannten Death Inducing
Signaling Complex (DISC). Procaspase 8 wird proteolytisch aktiviert, und es entsteht
aktive Caspase 8. Diese verlasst den Signalkomplex und aktiviert weitere Caspasen.
Das proapoptotische Signal wird weitergeleitet (Ashkenazi 1998), entweder direkt zur
Aktivierung der Effektorcaspase 3, oder es wird an der Mitochondrienmembran
amplifiziert durch Caspase-8-vermittelte Spaltung des Bcl-2-Homologs Bid ( Krammer,
2000; Li, 1998).

CD95L/
Mitochondrium Typll
.:‘>
BCI-XS Bcl-2
Bax [Bel-XL
Caspase-8 JL Apoptosom:
Cytochrome C
APAF-1
Typ |l Procaspase9 |
ATP
Apoptose | <= | grodes- | <= i s
poplose Substrate
ICAD/CAD
PARP Caspase-3 Procaspase-3

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Fas-bedingten Apoptose der Typ-I- und Typ-ll-Zelle

Durch die Anbindung der Liganden trimerisiert der in der Cytoplasmamembran lokalisierte Rezeptor.
Dieser rekrutiert Caspase 8 durch die Anlagerung des Adapterproteins FADD (Fas-associated protein
with death domain). Uber Proteininteraktionen der ,Todes-Effektor-Domanen* (Death Effector Domains,
DED) wird die Anbindung von Procaspase 8 ermdglicht. Die Aktivierung von Caspase 8 erfolgt schneller
in der Typ-1-Zelle, die direkt zur Caspase-3-Aktivierung fuhrt. Die Aktivierung von Caspase 8 in der Typ-II-
Zelle fuhrt aber zur Bidspaltung. T-Bid translokalisiert in den Mitochondrien und flhrt dann zur
Cytochrom-C-Ausschittung aus der Zelle. Die Bindung von Cytochrom C und dATP mit Apaf-1
ermdglicht die Anbindung an der CARD der Procaspase 9. Diese bildet das Apoptosom. Caspase 3 wird

schlieBlich aktiviert und fuhrt anschlieBend zur Exekution von Apoptose (Daniel et al., 2001).
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1.2.4 Caspasen-zentrale Mediatoren der Apoptose

Sowohl der rezeptorvermittelte als auch der mitochondriale Weg der Apoptoseinduktion
mundet in die Aktivierung von Caspasen. In der Exekutionsphase werden spezifische
Proteasen aktiviert, die lebenswichtige intrazellulare Proteine abbauen (Porter et al.,
1997). Caspasen (Cystein-Aspartat-Proteasen) sind wichtige Signalmolekile im
apoptotischen Prozess, die ihre Proteinsubstrate spezifisch und effizient an der
Carboxyseite eines Aspartats schneiden. Die Familie der Caspasen umfasst allein bei
Saugetieren mindestens 14 Homologa (Cohen, 1997), 12 davon wurden auch beim
Menschen gefunden (Strasser et al., 2000; Nicholson, 1997). Diese werden nach ihrer
Funktion in Cytokin-prozessierende Caspasen der Interleukin Converting Enzyme (ICE-
Familie (Caspase 1, 4, 5, 11) und apoptotische Caspasen der Ced-3-Familie
(Caenorhabditis elegans cell death genes) eingeteilt (Strasser et al., 2000; Wang J und
Lenardo MJ, 2000). Caspasen werden als Zymogene synthetisiert, die eine N-terminale
Prodomane sowie jeweils eine groBBe und eine kleine Untereinheit enthalten. Fir die
proteolytischen Prozesse zur Aktivierung der Caspasen (vgl. Abb. 1.4) bedarf es
mindestens zweier aufeinanderfolgender Spaltungen an Aspartatresten, um die groBe
und kleine Untereinheit voneinander sowie von der Prodoméane zu trennen.

Die proteolytische Prozessierung, die spezifische Degradation zellularer Komponenten
und die Aktivierung der Caspasen stellen entscheidende Schritte im Apoptoseprozess
dar (Miller, 1997; Nicholson und Thornberry, 1997; Alnemri et al., 1996). Die Apoptose-
regulierenden Caspasen werden in die Initiatorcaspasen 2, 8, 9 und 10, die sich durch
eine verlangerte Prodomé&ne auszeichnen, und die Effektorcaspasen 3, 6 und 7
unterteilt. FOr die Aktivierung der Initiatorcaspasen sind die Prodoméanen wichtig. Durch
die Interaktion der Prodomanen mit Adaptermolekilen entstehen Homodimere, die
gegenseitig eine Wechselwirkung eingehen. Die Adapterproteine selbst fungieren als
Bricke zwischen Rezeptor und Caspasen (Li et al., 1997). |hre Substrate sind die
Effektorcaspasen, die ausschlieBlich durch Caspasen aktiviert werden (Hirata, 1998;
Fernandes-Alnemri et al., 1996; Muzio et al., 1997). Diese Proteasen bewirken eine
gegenseitige Spaltung (Muzio et al., 1998) und verstarken so das apoptotische Signal
(Slee et al., 1999).
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Abb. 1.4: Mechanismus der Caspasenaktivierung

Caspasen lassen sich aufgrund ihrer Substratspezifitat in drei Gruppen unterteilen. Als Initiatoren dienen
die Caspasen 8 und 10, die die rezeptorvermittelte Apoptose transduzieren, und Caspase 9 sowie
Caspasen 3, 6 und 7, die die Effektoren darstellen. Diese enthalten kurze Peptid-Prodoméanen (<30 kDa).
Alle anderen besitzen lange Prodoméanen (>10 kDa). Bedeutend ist, dass nicht alle Caspasen Apoptose
erzeugen, sondern dass einige bei der Prozessierung von Zytokinen und der Vermittiung von
Entziindungsprozessen eine Rolle spielen (Abb. 1.4) (aus Shi, 2002).
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Caspasen enden als Ubermittler der Signalkaskade in der Zerlegung von
Zellbestandteilen. Einige dieser Proteine verleihen den Zellen einen Schutz vor dem
Zelltod. Das DNA-Reparaturenzym PARP, die Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase, wurde
als eines der ersten Caspasesubstrate identifiziert (Fraser und Evan, 1996; Chinnaiyan,
1996). PARP ist ein Enzym, das in den DNA-Reparaturmechanismus involviert ist und
durch Caspase 3 gespalten wird. Eine Spaltung dieses Enzyms flhrt zur Inaktivierung
und zur Degeneration zellularer Strukturen (Cohen, G.M 1997). Die Abspaltung des
Inhibitors ICAD (Inhibitor of Caspase Activated Desoxyribonuclease) von der
Endonuclease CAD durch Caspase 3 hat die internukleosomale DNA-Fragmentierung
zur Folge ( Enari et al., 1998; Liu, 1997).

1.2.5 Apoptoseinduktion durch direkte Aktivierung der Mitochondrien

Die Mitochondrien sind zentrale Mediatoren des wichtigen Apoptose-Signal-
Transduktionswegs. Sie zeigen charakteristische Veranderungen im Verlauf der
Aktivierung. Nach diversen Stimuli vollzieht sich am Mitochondrium eine Regulation.
Von zentraler Bedeutung fir die Aktivierung von Mitochondrien sind die Mitglieder der
Bcl-2-Familie. Sie sind in der auBeren mitochondrialen Membran lokalisiert und in der
Lage, die Freisetzung der proapoptotischen Proteine wie Cytochrom C, Smac/Diablo,
Endonuklease G und AIF (Apoptosis Inducing Factor) aus dem Intermembranraum der
Mitochondrien in das Zytosol, und somit die Membranpermeabilitdt zu regulieren
(Ravagnan et al., 2002; Tsujimoto und Shimizu, 2000; Nguyen et al., 1993; Krajewski et
al.,1993; Tanaka et al., 1993). Mehrere verschiedene Mitglieder der Bcl-2-Familie sind
bekannt (Strasser et al., 2000; Adams und Cory, 1998). Sie sind fahig, Kanale zu bilden
und somit die Freisetzung der proapoptotischen Molekile zu veranlassen oder zu
blockieren. Bax, Bad, Bid, Bim sind proapoptotisch. Sie flihren zur Aktivierung der
Mitochondrien, wahrend Bcl-2 und Bcl-xL antiapoptotisch sind und nahezu jegliche
Aktivierung der Mitochondrien verhindern. Die Kanalbildung kann fir sie nachgewiesen
werden (Minn et al., 1999; Antonsson et al., 1997; Minn et al., 1997; Schendel et al.,
1997; Tanaka et al., 1993). Bax vermag aufgrund seiner porenbildenden Eigenschaft
ein Protein zu oligomerisieren und in der MitochondrienauBBenseite eine Pore zu formen,
durch die Cytochrom C freigesetzt wird. Interaktionen von Bax mit VDAC (Voltage
Dependent Anion Chanel) oder ANT (Adenin Nukleotid Transporter) wurden mit
verschiedenen Methoden demonstriert (Desagher, 2000; Eskes, 2000; Martinou und

17



Einleitung

Green, 2001). Durch einen Anti-VDAC-Antikérper kann die Freisetzung von Cytochrom
C bei Bax-induzierter Apoptose gehemmt werden (Shimizu et al., 2001).

1.2.5.1 Bcl-2-Familien

Als erstes Mitglied einer Apoptose-regulierenden Genfamilie wurde Bcl-2 (B-cell
Lymphoma 2) identifiziert (Tsujimoto, 1985). AuBerdem wurden weitere Mitglieder der
Bcl-2-Familie bzw. verwandte Proteine aufgrund von Sequenzhomologie oder ihrer
Wechselwirkung mit Bcl-2 identifiziert (Chao und Korsmeyer, 1998). Bis heute wurden
viele weitere Bcl-2-Homologe beschrieben, von denen einige vor Apoptose schitzen,
andere sie dagegen auslésen (Strasser, 2000; Adams und Cory, 1998). Die
Unterteilung der Bcl-2-Familie erfolgt in antiapoptotische Mitglieder, wie Bcl-2 und Bcl-
xL, die die Zelle schitzen, sowie proapoptotische Mitglieder, wie Bax und Bak und die
groBe Gruppe der BH3-only Proteine, die flir Apoptose sensitivieren.

Antiapoptotische Mitglieder der Bcl-2-Familie enthalten 3—4 sogenannte Bcl-2-homologe
Domanen (BH1-BH4), die essenziell fir die antiapoptotische Funktion sind. Diese
Domanen haben keinerlei enzymatische Aktivitat, sondern vermitteln Interaktionen mit
anderen Proteinen. Das antiapoptotische Bcl-2 ist ein integrales Protein der
Mitochondrienmembran und ist in der &uBeren Mitochondrienmembran, am
endoplasmatischen Retikulum und perinuklear zu finden (Krajewski, 1993). Viele
proapoptotische Mitglieder der Familie, z. B. Bid oder Bad, hingegen sind zytosolisch
oder nur lose an Membranen assoziiert. Andere, wie z. B. Bcl-XS und Bax, kdnnen erst
nach ihrer Aktivierung in den mitochondrialen Membranen lokalisiert werden. Die
Fahigkeit zur Bildung von Homo- wie auch Heterodimeren mit anderen Mitgliedern der
Familie sind weitere wichtige Eigenschaften der Proteine der Bcl-2-Familie. Einige
Mitglieder der Bcl-2-Familie (z. B. Bcl-XS und Bad) entfalten ihre proapoptotische
Wirkung durch kompetitive Dimerisierung mit antiapoptotischen Proteinen. Ist ein
Uberschuss an Bcl-2 vorhanden, kommt es zur Bildung von Bcl-2-Homodimeren und
damit zur Hemmung der Apoptose. Bei einem Uberschuss an Bcl-Xs kénnen hingegen
bevorzugt Bcl-2/Bcl-Xs-Heterodimere gebildet werden, wodurch die antiapoptotische
Aktivitat von Bcl-2 unterbunden wird (Brenner C 2000; Gross, 1999). Es wurde gezeigt,
dass die BH4-Domane der antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-XL notwendig und
ausreichend flr die Inhibierung der VDAC-Aktivitat (Voltage Dependet Anion Channel)
ist. VDAC-Proteine sind kanalbildende, integrale Membranproteine, die durch ihre
Offnung unter anderem die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien in das
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Zytosol ermdglichen (Zamzami N und Kroemer G 2001; Shimizu, 2000). Ein
Mechanismus zur Regulation der Aktivitdt der Bcl-2-Proteine ist die Phosphorylierung
der Loop-Region von Bcl-XL und Bcl-2, welche zwischen der BH4- und BH3-Domane
liegt und mdglicherweise wichtig fir die Stabilitat und Funktion der Proteine ist (vgl.
Abb. 1.5).

Phosphorylierungsstelle Membran-Insertions- gntiapoptotisch

Porenbildungsdomane domane Bel2 Wl
Bel-X, Diva
E ™ Bel-w  Bel-Gg

| | | A1
Bindungsstelle fur

Raf-1 Bag-1
Apaf1

Ccoo

Hydrophobe Tasche

proapeptotisch
Bax Diva
TM Bak Bel-Gg
Bok

™ Bel-Xs

Noxa Bik/NBK
Bim Bmf
™ Puma BNIP3
Hrk

Bid
Bad

Abb. 1.5: Struktureller Vergleich der Mitglieder der Bcl-2-Familie

Diese umfasst anti- und proapoptotische Proteine. Die proapoptotischen Proteine werden in zwei
Subgruppen unterteilt: erstens Proteine, welche die Domane BH1-3 besitzen (Bax-ahnlich), und zweitens
Proteine, die nur Uber die BH3-Doméne verfiigen (BH3-&hnlich). Die antiapoptotischen Proteine besitzen
alle vier Doménen. Die meisten Proteine haben auBerdem C-terminal eine Transmembrandoméane (TM)
(Adams und Cory, 1998; Kroemer, 1997).

1.2.5.2 Apoptosis Inducing Factor (AlF)

AIF (Apoptosis Inducing Factor) ist ein Flavoprotein. Es zeigt Homologie zu
Oxidoreduktasen von Vertebraten (Xenopus laevis) als auch Nicht-Vertebraten, wie
Caenorhabditis elegans und Drosophila melanogaster, Pflanzen, Pilzen und
Archaebakterien (Daugas, 2000; Lorenzo, 1999). AlF ist phylogenetisch gesehen ein
sehr altes Protein, das wéahrend der frihen Embryogenese den Zelltod kontrolliert
(Joza, 2001; Lorenzo et al.,, 1999). Das AlF-Vorlauferprotein wird im Zytoplasma
synthetisiert und dann in die Mitochondrien beférdert. Apoptosis Inducing Factor AlF

befindet sich im Intermembranraum der Mitochondrien und ist an der
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Elekironentransferkette beteiligt. AIF bewirkt die Chromatin-Kondensation und DNS-
Fragmentierung in 50-kb-Einheiten wahrend der Apoptoseinduktion und transloziert es
zum Nukleus, wie in HeLa-Zellen gezeigt wurde (Modjtahedi et al., 2006; Susin et al.,
1999). Rekombinantes AIF kann nach Uberexpression in einem zellfreien System
(Susin et al., 2000 und 1999) sowie in intakten Zellen (Loeffler, 2001; Ferri et al., 2000)
den programmierten Zelltod induzieren. Dies fuhrt zu einem Abfall des mitochondrialen
Membranpotentials, nuklearer Chromatin-Kondensation und DNS-Fragmentierung (Halil
et al., 2006). Durch einen positiven Rickkopplungsmechanismus kann zytosolisches
AlF-Protein eine Freisetzung von AIF aus den Mitochondrien bewirken (Loeffler et al.
2001). Nach Uberexpression von Bcl-2 kann AlF-vermittelte Apoptose inhibiert werden
(Loeffler et al., 2001; Susin et al., 1999). AlF bewirkt bei der Apoptose eine Caspasen-
unabhangige Signaltransduktion, da eine Uberexpression von AIF durch
Caspaseinhibitoren nicht blockiert wird (Loeffler et al., 2001; Ferri et al., 2000; Susin et
al., 1999).

1.3 Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK)

Die Voraussetzung zur Entwicklung und Erhaltung eines multizelluldren Organismus ist
die Kommunikation zwischen den einzelnen Zellen. Die Zellen reagieren auf eine
Vielzahl von extrazellularen Signalen mit der Aktivierung stimulusspezifischer zellularer
Programme wie Apoptose, Proliferation, Differenzierung oder Migration. Die Aktivierung
von Zelloberflachenrezeptoren durch extrazellulare Liganden stellt den ersten Schritt bei
der SignalUbertragung dar. Der aktivierte Rezeptor stimuliert dann intrazellulare
Signalkaskaden, die letztendlich zur zellularen Antwort fUhren. Ein bedeutender
Mechanismus zur Regulation von Proteinfunktionen und somit zur Signallbertragung ist
die Phosphorylierung von Proteinen an Serin-, Threonin- und Tyrosinresten (Fisher et
al., 2001; Miyata et al., 1999). Solche Phosphorylierungen kénnen Substrate sowie die
gesamte Signalkaskadenaktivitédt negativ oder positiv regulieren.

Bei den MAP-Kinase- (Mitogen Activated Protein Kinase) Signalwegen (vgl. Abb. 1.6)
handelt es sich um Proteinkaskaden, welche durch eine Vielzahl verschiedener Stimuli
aktiviert werden. Der MAP-Kinase-Signalweg besteht aus drei nachfolgend
geschalteten Kinasen. Eine MAPK-Kinase-Kinase (MAPKKK) phosphoryliert und
aktiviert eine MAPK-Kinase (MAPKK), die wiederum eine MAPK phosphoryliert und
somit aktiviert. Sechs verschiedene MAPK-Kinase-Module sind zurzeit bekannt (Chang
und Karin, 2001; Saxena und Mustelin, 2000). Die am besten beschriebenen MAP-
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Kinasen sind die ERK1 (p44)- und ERK2 (p42)-MAP-Kinasen (Extracellular Signal
Regulated Kinase) und die stressaktivierten Kinasen JNK/SAPK (c-Jun N-terminal
Kinase) sowie die p38-MAP-Kinase (Steelman et al., 2004; Cano et al., 1995; Seger et
al., 1995; Lewis et al, 1998). ERK1 und ERK2 sind durch Wachstumsstimulationen gut
charakterisiert. JNK und p38-MAPK werden durch zellulare und Umweltstressoren, wie
DNS-Schaden, Hitzeschock, Ischamie, inflammatorische Zytokine und oxidativen Stress
aktiviert (Dent et al., 2003; Johnson und Lapadat, 2002).

Stimuli Mitogenes Wachstumsfaktor Stress

l Inflammatorische Zytokine

Wachstumsfaktoren
¥ R
MAPKKK
RAF, B-RAF MLKs,TAK MEKK 1,4

l ASK 1 MLKs

MAPKK l l l
MEK V- MKK 3/6 MKK 4/7

MAPK l l l

MAPK/ERK

l l p38 MAPK SAPK/JNK
Biologische
Antwort Wachstumsdifferenzierung \< /
Entwicklung

Inflammatorische Apoptose

Wachstumsdifferenzierung

Abb. 1.6: Die MAPK-Kinase-Signalwege
Das Schema eines MAPK-Kinase-Signalweges ist auf der linken Seite demonstriert. Von links nach

rechts folgen der ERK-Signalweg, der p38-Signalweg und der JNK-Signalweg (Wada, 2004). Die p38-
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MAP-Kinase-Kaskade wird durch inflammatorische Zytokine, Wachstumsfaktoren sowie Stress aktiviert.
Die MAP-Kinasen der Kaskade werden durch gegenseitige duale Phosphorylierung aktiviert und Gber
Phosphatasen inaktiviert. Die in der Abbildung verwendete Abkirzungen sind im Abklrzungsverzeichnis

erlautet.

Eine Stimulation von MAPKKK fihrt zur Aktivierung der MAPKK [MEK1 und MEK2
(MAPK-/ERK-Kinase 1 und 2)], und zwar durch Phosphorylierung von Serinresten
(Derijard et al., 1995; Zheng und Guan, 1994). Diese Kinasen aktivieren nun
hochspezifisch die MAPK-Kinasen ERK1 und ERK2 durch Threonin- und
Tyrosinphosphorylierung des regulatorisch wichtigen Thr-Glu-Tyr-Motivs (Robinson /
Cobb, 1997). Die Aktivierung von ERK1 und ERK2 flihrt zur Bildung von Homodimeren
und auch zur Translokation in den Zellkern, wo diese Kinasen durch Serin-
/Threoninphosphorylierung von Transkriptionsfaktoren reguliert werden kénnen
(Khokhlatchev et al., 1998; Cobb et al., 1994; Treisman, 1996). AuBerhalb des Zellkerns
sind diese Kinasen in der Lage, eine Vielzahl von zytosolischen und
membrangebundenen Proteinen zu phosphorylieren (Cobb et al., 1991). JNK wird durch
die Dualspezifitatkinasen der MKK4/SEK1 (Yan et al., 1994) und MKK7 (Tournier et al.,
1997) aktiviert, wahrend p38-MAPK's durch MKK3/6-Homologe aktiviert wird (Moriguchi
et al., 1996). Transkriptionsfaktoren wie c-Jun, ATF2 und ELK1 (Marias et al., 1995;
Gupta et al., 1995) werden durch JNK-Phosphorylierung und -Aktivierung gesteuert. Da
JNK und p38-MAPK in stressbedingten Zellen eine Aktivierung der Apoptose
hervorrufen, fokussiert man sich auf die potenzielle Rolle der Kinasen in apoptotischen
Signalwegen. In mehreren Studien wurden eine Beziehung zwischen JNK-/p38-MAPK-
Signalwegen beobachtet. Eine Uberexpression der aktiven Formen der MEKK's
(Johnson et al., 1996), der Regulation von MKK4/SEK1 oder MKK6 (Huang et al., 1997)
férdert die Apoptose. Darliberhinaus berichteten Xia et al., dass die Aktivierung von
JNK und p38-MAPK essentiell waren fiir die Apoptose in Nervenzellen (Xia et al.,
1995). Andererseits wird auch berichtet, dass die JNK-Aktivierung nicht im
apoptotischen Prozess impliziert ist. Eine Hemmung des JNK-Signalwegs durch die
Expression von MEKK1, SEK1 oder c-Jun-Mutant kann den Fas-bedingten oder TNF-
bedingten Zelltod verhindern (Liu et al., 1997; Lenczowski et al., 1997). Neuere Studien
beweisen, dass eine Aktivierung der JNK/p38-MAPK nicht mit Apoptose-induzierten

Epithelzellenlésungen korreliert (Khwaja et al. 1997).
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1.4 Die Bedeutung von cAMP fiir die Apoptose

Zyklisches 3°5°Adenosinmonophoshat (cAMP) ist ein sehr stabiler sekundérer
Botenstoff. Sie wird von Adenylatzyklase aus ATP gebildet. Sie gelten als starker
Inhibitoren der Apoptose in verschiedenen Zellen (Vossler, 1997; Hippenstiel, 2002;
Stork et al., 2002; Li, 2000). cAMP beeinflusst z. B. die Kontraktion von Endothelzellen
nach Thrombin- (Paterson et al., 1994) und Histaminstimulation (Moy et al., 1993) und
damit ihre Barrierefunktion (Hippenstiel, 2003; Qiao et al., 2003). Zyklisches 3‘,5'-
Adenosinmonophosphat (cCAMP) ist ein sehr stabiler sekundarer Botenstoff.

cAMP wird von den Phosphodiesterasen (PDE) inaktiviert. Sie hydrolysieren die 5'-
Ribosephosphatbindung der Nukleotide und schalten so deren Signalaktivitdt aus
(Uckert, 2001). Derzeit gehdren der PDE-Superfamilie Giber 19 Mitglieder an, die nach
Regulation, Affinitdt, Kinetik und Gewebslokalisation zu 11 Isoenzymgruppen
zusammengefasst werden. cAMP-spezifisch wirken PDE 4, PDE7 und PDES8
(Soderling, 2000). Frihere Untersuchungen an Endothelzellen zeigen, dass vor allem
PDE 3 und PDE 4 cAMP in Endothelzellen abbauen (Suttorp et al., 1996 und 1993).
Uber den PKA-Signalweg in B-Zellen (Li et al., 2000; Kwon, 2004), thyreoidalen
follikullaren Zellen (Saavedra et al., 2002), HL-60-Zellen (Choi et al., 2000) und
intestinal epithelialen Zellen (Nishihara, 2004) hemmt cAMP die Apoptose. Eine durch
cAMP hervorgerufene Apoptose in Rattenleukdmiezellen beschreiben Sandal et al.
(Sandal et al., 2002). Hippenstiel et al. zeigten in einer Studie, dass die durch Rho
Proteine Inhibition bedingte Apoptose in Endothelzelle durch erhéhter cAMP blockiert
wurde (Hippenstiel et al., 2002). Somit scheint cAMP wichtig fir die Kontrolle Apoptose.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Streptococcus pneumoniae ist der haufigste Erreger der ambulant erworbenen
Pneumonie, einer bedeutenden Infektionskrankheit. Obwohl bei
Pneumokokkeninfektionen haufig eine Bakteriamie auftritt und die
Pneumokokkensepsis eine gefahrliche Komplikation darstellt, gibt es kaum
Untersuchungen zur Pneumokokken-Endothel-Interaktion. In dieser Doktorarbeit wird
die Hypothese geprift, dass Pneumokokken eine Apoptose in Kkultivierten

Endothelzellen ausldsen.

Die zentralen Fragestellungen der Arbeit lauten:

% FOhrt die Infektion von HUVEC mit Streptococcus pneumoniae zu endothelialer
Apoptose?

% Welche Pathogenitatsfaktoren von Streptococcus pneumoniae sind dabei von
Bedeutung?

% Welche Signalwege sind an die durch Streptococcus pneumoniae induzierte
Apoptose beteiligt?

% Welche Rolle spielt das zyklische Nukleotid cAMP flr die Regulation dieses

Prozesses?
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2

2.1
2.1.1

Fir die vorliegende Studie wurden die im Folgenden aufgefiihrten Chemikalien

Materialien und Methoden

Materialien
Chemikalien

verwendet:

Chemikalien
Acrylamid/Bisacrylamid 40 %
Ammoniumpersulfat (APS)
Amphotericin

Antipain

BioRad-Reagenz
Dimethylsulfoxid (DMSQO)
Dithiothreitol (DTT)

Essigsaure 100 %
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
fetales Kélberserum (FCS)
Forskolin

Glycerin

Gelatine (aus Schweinehaut)
Hepes (N-2-Hydroxyethyl-Piperazin-N’-2-
Ethanesulfonsaure)

Leupeptin

MCDB-131 (HUVEC-Medium)
B-Mercaptoethanol

Pepstatin A

RP-73401

N, N, N’, N’-Tetramethylendiamin
(TEMED)

Staurosporin

TNF-a (human)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Triton X-100

Trypsin EDTA

Tween-20
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Lieferant
Serva
Serva
Boehringer
Sigma
BioRad
Sigma
Serva
Merck
Roth
Gibco
Sigma
Merck
Sigma
Roth

Sigma

Gibco

Serva

Sigma

Roth

R- und D-Systems

Sigma

R und D-Systems
Serva

Boehringer
Sigma

Sigma
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2.1.2 Kulturmedium
In der vorliegenden Studie kam das folgende Kulturmedium mit den aufgefiihrten

Zusatzen zum Einsatz:

*

L)

*

Endothelzellmedium 500 ml als Zellkulturmedium unter Zugabe von:
L-Glutamin (500 ug)

% Amphotericin B (0,5 ug)

EGF (5 ng/ml)

FCS (Fetal Calf Serum) (10 %)’

Streptomycin, 7 ml (Stocklésung 1000 pg/ml)

0'0 0'0 0'0 L)

7
°

*

Penicillin, 7 ml (Stocklésung 1000 pg/ml)

£

2.1.3 Puffer und Lésungen
In der vorliegenden Studie kamen die folgenden Puffer und Losungen zum

Einsatz:

Gelatine (Stockldésung)

Gelatine 5009
Aqua bidest ad 100,0 ml
unter Erhitzen auf 80 ° C l6sen,

danach steril filtrieren

HBSS (10X):

KCL 409
KH,PO, 0,69

NaCl 80,0 g
NaHPO, 099
D-Glukose 10,09

Aqua bidest ad 1000,0 ml
H/H —/—:

HBSS (10X) 100,0 ml
HEPES 6,09

Aqua bidest ad 1000,0 ml

26

' *FCS: Erhitzung fiir eine Dauer von 45 min bei 56 °C zur Inaktivierung von Komplementfaktoren.



Materialien und Methoden

H/H +/—:
HBSS (10X)
CaCl,
HEPES
Aqua bidest

H/H +/+:
HBSS (10X)
CaCl,
MgCl,
MgSO,
HEPES
Aqua bidest

PBS-Stammldsung (20X):
Na,HPO,

KH,PO,

NaCl

Aqua bidest

PBS:

PBS-Stammldsung (20X)
Aqua bidest

pH

2.1.4 Western Blot

100,0 ml
0,185¢g
6,09

ad 1000,0 ml

100,0 ml
0,185¢g
0,100 g
0,100 g
6,09

ad 1000,0 ml

58,5 g

9,8¢g

320,0 g
ad 1000,0 ml

50 ml
ad 1000,0 ml

7,4

Der Lyse-Puffer zur Proteinextraktion setzte sich wie folgt zusammen:

Tris-HCI, pH 7,4 50,0 mM
EDTA 0,25 mM
PMSF 1,0 mM
Antipain 10,0 pg/ml
Leupeptin 10,0 pg/ml
Pepstatin 10,0 pg/ml
NP-40 (v/v) 1%
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Lésungen und Puffer fiir Western Blot

Die verwendeten Ldsungen und Puffer fir Western Blot setzten sich wie folgt

zusammen:
Auftragepuffer:
Tridest 3,8 ml
Tris-HCI, 0,5 M, pH 6,8 1,0 ml
Glycerol 0,8 ml
SDS (10 %, w/v) 1,6 ml
Bromphenolblau (1 % v/v ) 0,4 ml
B-Mercaptoethanol (1 % v/v) 0,4 ml
Sammelgel:
Tris-HCI, pH 6,8 0,5M
SDS 10 %
Acrylamidlésung, 19 : 1 40 %
Bidest
TEMED
Ammoniumpersulfat 10 %
Trenngel:
Tris-HCI, pH 8,8 1,5M
SDS 10 %
Acrylamidlésung, 19 : 1 40 %
Bidest
TEMED
Ammoniumpersulfat 10 %

Die prozentuale Zusammensetzung des Sammel- und Trenngels wurde nach dem
molekularen Gewicht des Zielproteins ausgewahlt.

Laemmli-Puffer (5X):

Tris-Base 159
Glycerin 72 g
SDS 59
Aqua bidest 1000 ml
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Ponceau-S-Proteinfarbung:

Ponceau S 19

Essigsaure 50 ml

Aqua bidest 950 ml
Blot-Puffer:

Stocklésung 80 ml

Methanol 10-20 %

Aqua bidest 720-820 ml

2.1.5 Bakterienstamme (S. pneumoniae)
Die bendtigten Bakterienstamme
% R6x: R6x, unbekapseltes Derivat von D39
% PInA-: Pneumolysin-negative Mutante von R6x, diese wurde durch das Einbringen des
pJDC9:ply Plasmid in den R6x Stamm erzeugt
% D39: Kapseltyp 2, besitzt Polysaccharidkapsel

stellte freundlicherweise Herr Prof. Dr. Sven Hammerschmidt, Universitat Greifswald,
zur Verfigung. Dariiber hinaus kam das folgende Medium zum Einsatz:
Medium:THY (Todd-Hewitt-Bouillion), 0,5 % Hefeextrakt

2.1.6 Zubehor

Zum Einsatz kam dartber hinaus das folgende Zubehor:

Zubehor Hersteller
Zellkulturflaschen (T25 und T75) Nunc
Multischalen (mit 96/24/6/4-Vertiefungen) Nunc

Zentrifugationssaulen
Hybond-ECL-Membran

Amersham Biosciences

Roth
Gel-Blotting Papier Amersham Biosciences
Columbia Agar mit 5 % Schafsblut BD

29



Materialien und Methoden

2.1.7 Spezielle Gerate

Folgende spezielle Gerate kamen zum Einsatz:

Spezielle Gerate
ELISA-Photometer

Forschungsmikroskop BX 60
Fluorometer Fluoro-Max-2

konfokale Mikroskopie

Kihlschranke (4 °C, —20 °C, —80 °C)

Laborwaage
Mini-Protein-Gel-System

MS2 Minishaker (Vortexer)

Odyssey Infrared Imaging System

Spektralphotometer Uvicon UV 860

Schdttelinkubator

Sterilbank Laminair HB 2448

Zellkultur-Inkubator

Zentrifuge 48 RC, Rotanta RPC

2.1.8 Antikorper fiir Western Blot
Die verwendeten Antikorper fiir Western Blot sind wie folgt definiert:

Molekiile

Bax

Bcl-2

Bid

Procaspase 3
Procaspase 8
Procaspase 9
Procaspase 6
Anti-Kaninchen-IgG

Anti-Maus-lgG

Spezies

Rabbit

Maus

Kaninchen

Maus

Maus

Maus

Rabbit

Kaninchen, anti-
human gekoppelt an
Cy.5.5 oder

IRDye 800

Maus, anti-human,
gekoppelt an Cy.5.5
oder IRDye 800
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Hersteller
STL

Olympus

ISA SPEX

Zeiss

Liebherr

Mettler

BioRad

IKA®

LI-COR Biosciences
Bio-Tek Kontron Instruments
Uniequip

Hereaus

Hereaus

Hettich

Firma

Upstate Biotechnology
Upstate Biotechnology
Santa Cruz

Upstate Biotechnology
Upstate Biotechnology
Upstate Biotechnology
Upstate Biotechnology
LI-COR Biosciences

LI-COR Biosciences
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2.2 Methoden
2.2.1 Isolation und Kultur von humanen Endothelzellen aus der Nabelschnur-
vene (HUVEC)

Die Geburtshilfeabteilungen der Humboldt-Klinik Reinickendorf (Berlin) haben
freundlicherweise die Nabelschnire in Hank's-HEPES-Puffer mit Magnesium und
Calcium far uns aufgehoben. In Anlehnung an Jaffé et al. (1973) erfolgt die Isolation der
Endothelzellen. Unter einer Laminar-Air-Flow-Sicherheitswerkbank wird zuerst die
Nabelschnurvene kanliert (Braunule R, 18G, Braun Melsungen), mit sterilem HBSS
+/+ ausgespullt und dann mit 0,025 % Typ-lI-Kollagenase fir 20 Minuten gefllt und
inkubiert. Durch wiederholtes vorsichtiges Reiben und Ausspilen mit M199 werden die
Endothelzellen aus der Vene gewonnen. Die gewonnenen Zellen werden fir 10 Minuten
bei 350 g zentrifugiert und das Pellet in MCDB 131 aufgenommen. Die Primarkultur der
isolierten HUVEC werden dann in MCDB 131 mit 10 % inaktiviertem fetalem
Kalberserum (FCS) im Brutschrank (37 °C, 5 % CO.) gelagert. Nach 4- bis 5-tagiger
Kultivierung der Endothelzellen werden sie in Zellkulturplatten mit 6, 24 oder 96
Vertiefungen gesplittet und mit sterilem PBS und 0,5 % Trypsin-EDTA gespdlt und
abgelést. Diese Zellen werden wieder im Kulturmedium aufgenommen. Alle
verwendeten Zellkulturflaschen behandelten wir vorher eine Stunde mit 0,5 %iger
Gelatinelésung. Nach Jaffé charakterisierte humane Endothelzellen wachsen zu einem

Monolayer, &hnlich einem Kopfsteinpflaster.

2.2.2 Herstellung der Bakterienkulturen

Die Pneumokkenstdmme wurden in Einfriermedium bei -80 °C aufbewahrt. Zur
Durchfuhrung der Experimente wurden Bakterien auf Columbia Agar Platten (BD
Mikrobiologie) mit einer 10 pl Platin-Ose ausgestrichen und iber Nacht in einem
Inkubator bei 37°C, 5% CO. inkubiert. Angewandt wurde der mid-logarithmischen
Wachstumsphase. Diese wurde mittels eines Spektralphotometers (600 nm) bei einer
Optischen Dichte (OD) zwischen 0,2—-0,4 ermittelt. Die Bakterien kamen

in 20 ml Pneumokokken Wachstumsmedium und wurden inkubiert. Bei der OD von 0,2-
0,4 wurden die Bakterien bei 1800g, 25° und 15 min zentrifugiert, da bei der
entsprechenden Dichte von einer linearen Phase des Wachstums der Bakterien
ausgegangen werden kann. Das Pellet wurde in der gleichen Menge des jeweiligen
Zell-Kulturmediums ohne Antibiotika wie der Uberstand gelést und auf eine OD von 0,1
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eingestellt. Dieser entspricht eine Bakterienkonzentration von 10® cfu/ml. Dies wurde
durch Ausstreichen auf Columbia Agar Platten und Ausz&hlung verifiziert. Weiteren

bendtigten Konzentrationen wurden durch Verdiinnung mit Zellkulturmedium eingestellt.

2.2.3 Quantifizierung der Apoptose mittels ELISA

Es gibt mehrere Methoden, um Apoptose zu detektieren. Die hier verwendete Methode
bestimmt die DNA-Fragmentierung (Endonukleolyse), den letzten Schritt der Apoptose
(Wieder et al.,, 1998). Mit dem kolorimetrischen Sandwich-ELISA der Firma Roche
Mannheim (Cell-Death-Detektion Elisa plus ®) wird die Apoptose gemessen. Bei der
DNA-Degradierung gelangen die DNA-Fragmente in Form von Mono- und
Oligonucleosomen aus dem Zellkern in das Cytoplasma. Dies erfolgt in den frei
zuganglichen Inter-Histon-Abschnitten und fihrt zu histongebundenen Mono- oder
Oligonukleosomen mit einer Lange von 180 Basenpaaren. Konfluent gewachsene
Zellen eines 96 Well werden nach unterschiedlichen Behandlungen bei 200 g
zentrifugiert und fir 30 Minuten mit Lyse-Puffer inkubiert. Durch erneutes Zentrifugieren
der Zellen werden im Uberstand histongebundene Mono- und Oligonukleosome
gewonnen. 20 ul der Nukleosomen inkubieren wir in einer mit Streptavidin
beschichteten Mikrotiterplatte mit 2-murinen monoklonalen Antikérpern. Danach werden
biotin-konjugierte Anti-Histon-Antikérper (Klon H11-4) an Streptavidin gebunden und mit
Perioxidase-gekoppelten Anti-DNA-Antikdrpern (Klon M-CA-33) markiert und detektiert.
Durch Zugabe des Enzymsubstrats ABTS [2,2‘-Azino-di(3-Ethylbenzthiazolin-Sulfonat)]
wird die Umwandlung bei einer Absorption von 495 nm gemessen. Die Kontrollwerte

werden gleich 100 % gesetzt und die gemessenen Werte auf die Kontrollen bezogen.

2.2.4 Messung der Laktatdehydrogenase

Mit einem kalorimetrischen Enzymassay (Roche) wird die Aktivitat der von nekrotischen
Zellen im Uberstand freigesetzten Laktatdehydrogenase (LDH) ermittelt. Die Aktivitat
dieses Enzyms wird nach zwei enzymatischen Schritten gemessen. Diese Messung
basiert auf der Katalyse der Oxidation von Laktat zu Pyruvat und der Reduktion von
NAD* zu NADH/H" durch LDH. 100 pl des Zelliberstandes wird mit 100 pl Assay-
Lésung in einer Mikrotiterplatte versetzt. Als né&chster Schritt werden zwei
Wasserstoffatome des NADH/H® enzymatisch per Diaphorase auf das gelbe
Tetrazoliumsalz INT [2-(4-Jodeophenyl)-3-(4-Nitrophenyl)-5-Phenyltetrazolium-Chlorid]
Ubertragen. Das Reaktionsprodukt ist ein rotes Formazansalz, das bei 490 nm bestimmt
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wird. Die LDH-Aktivitat geben wir im Verhaltnis zur Gesamt-LDH der Kontrollzellen
(behandelt mit 2 % Triton X-100) an. Die Aktivitit der LDH im Uberstand ist proportional

zur Menge der Zellen.

2.2.5 Fluorometrische Aktivitatsmessung der HTS-Caspasen 3,6 und 9

Zur Bestimmung der Aktivitat von Caspasen werden diese mit Tetrapeptidsubstraten fur
Caspasen versetzt. Durch die Freisetzung einer fluorophoren (Aminotrifluoro-
methylcoumarin, AFC bzw. Aminomethylcoumarin, AMC) Gruppe lasst sich der Umsatz
der Substrate, die an Position 1 des Tetrapeptids gekoppelt sind, quantifizieren.
Caspase-3-, -6- oder -9-Enzyme schneiden spezifisch hinter dem Aspartat-Rest eines
DEVD- oder IETD-Substrates in einer besonderen Peptidsequenz (DEVD fiir Caspase
3, und IETD fir die Caspasen 6 und 9), woraus sich die Spezifitat ergibt. Um den Ablauf
darstellen zu kénnen, werden an das Fluorochrom-7-Amino-4-Trifuoromethylcoumarin
die DEVD- und IETD-Substrate (AFC) gekoppelt. Das Fluorochrome AFC wird
abgespalten, wenn die gesuchten Caspasen in einer Probe sind. Dadurch andert sich
die Farbe von Blau zu Grin. Mit einem Fluorometer werden sie dann bei einer
Exzitation von 400 nm und einer Emission von 505 nm quantifiziert.

Die Endothelzellen haben wir in einer schwarzen 96-Well-Platte mit klarem Boden bis
zur Bildung eines gleichmaBigen Monolayers kultiviert. AnschlieBend behandeln wir die
Zellen mit dem gewtinschten Stimulus. Nach der Zugabe von 1 M DTT (1:1000) werden
die Zellen mit 50 ul des mitgelieferten Assay-Puffers behandelt. Lichtgeschuitzt werden
dann 10 ul des AFC-gekoppelten Substrates zugegeben, danach wird kurz geschwenkt
und direkt die Grundaktivitat der Proben gemessen. Die Endaktivitat der Proben wird
nach zweistindiger Inkubation im Zellkulturschrank bei 37 °C gemessen. Die
tatsachliche Caspaseaktivitat wird mit einer parallelen Pufferkontrolle aus der Differenz
der Endaktivitat (Wert nach 2 Stunden) und der Grundaktivitat (Wert nach 0 Stunden)
bestimmt. Die Aktivitat wird dann in RFU (Relative Fluorescence Units) angegeben.

2.2.6 Immunhistochemische Apoptosebestimmung

Verwendet wird die TUNEL-TAT (Terminal deoxynucleotidyl Transferase)-mediated-
dUTP (Deoxyuridin-Triphosphat Nick End Labeling)- oder auch ISEL (/n Situ End
Labeling)-Technik, um den programmierten Tod einzelner Zellen im intakten Monolayer
zu bestimmen. Bei den Endonukleolysen entstehen Oligonukleosomen mit
Einzelstrangbrichen, deren 3‘-OH-Endensequenzen unabhangig enzymatisch mit
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modifizierten Nukleotiden markiert und detektiert werden. Wachsende Zell-Monolayer
werden auf Chamberslides fixiert und bleiben zum Trocknen unter dem Abzug stehen.
Die Fixierung der Zellen erfolgt flir eine Stunde mit Paraformaldehyd 4 % in PBS bei
einem pH von 7,4, danach erfolgt eine Permeabilisierung mit Triton X-100 (0,1 %) fir 2
Minuten, wonach sie auf Eis gelegt werden. Danach findet eine einstiindige Inkubation
im Zellkulturschrank statt. Vor der Inkubation findet eine Kopplung der 3*-OH-Enden der
Einzelstrangbriiche mit terminaler Deoxynucleotidyltranferase (TdT) an Fluoreszein-
markiertes Deoxy-Uridintriphosphat (dUTP) statt. Mit einem Fluoreszensmikroskop und
einem 564-nm-Filter werden die Monolayer begutachtet und fotografiert. Die Zellen
werden zudem mit einem an alkalischer Phosphatase gekoppelten Anti-Fluorescein-
Antikdrper (Spezies: Schaf) inkubiert. Die Phosphatase setzt das Fast-Red-Substrat
(Roche) um und ermdglicht so eine optimale lichtmikroskopische Darstellung der

gefarbten DNA-Fragmente in apoptotischen Zellen.

2.2.7 Annexin-V-Farbung

Die Plasmamembran von Zellen ist asymmetrisch aufgebaut. Ein frihes Zeichen der
Apoptose ist der Verlust der Asymmetrie. Phosphatidylserin (PS) ist auf der
zytoplasmatischen Innenseite der Membran lokalisiert. Unter normalen Bedingungen
tritt es dabei vermehrt in der nach auBen gerichteten Membranseite auf. Das Protein
Annexin V bindet spezifisch an Phosphatidylserin. Der Nachweis von PS an der
Zelloberflache dient daher dem Nachweis von Apoptose. Annexin V ist ein 35-36 kD
groBes Protein, das PS Ca?-abhangig binden kann. Annexin V ist an den
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt. Somit kénnen apoptotische Zellen
durchflusszytometrisch nachgewiesen werden. Da Annexin V auch an nekrotische
Zellen aufgrund der permeabilisierten Membran binden kann, muss gleichzeitig eine
Ausschlussfarbung mit Propidiumiodid durchgefihrt werden. Dieser Farbstoff farbt die
DNA von apoptotischen Zellen an. Zellen, die sich sowohl mit Annexin V als auch mit
Propidiumiodid farben lassen, sind daher apoptotisch oder nekrotisch. Zellen, die sich
nur mit Annexin V farben lassen, sind im Prozess der Apoptose begriffen. Mit den
Annexin-V-Kits werden friihe Apoptosen von spateren Apoptosen und Nekrosen

unterschieden. Die Zellen werden dann fluoreszenzmikroskopisch untersucht.
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2.2.8 Western Blot

Western Blot ist ein Verfahren, mit dem ein Proteingemisch oder einzelne Fraktionen
einer Probe nach ihrem Molekulargewicht durch SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt
und von einem Acrylamidgel auf eine feste Polymerschicht (Nitrozellulose) transferiert

werden. Mit spezifischen Antikérpern werden die einzelnen Proteine immundetektiert.

Extraktion der I6slichen Gesamtproteine

Die extrahierten Proben aus einer 10-cm-Platte werden mit eiskaltem PBS gewaschen
und dann mit 50 ul eiskaltem Lyse-Puffer fir 10 Minuten lysiert. Mit einem Zellschaber
wird das Zellhomogenat abgekratzt. Das gewonnene Lysat aus 5 x 10° Zellen wird in
Eppendorf-ReaktionsgefaBen fir 3 Minuten bei 4 C und 14.000 g zentrifugiert. Der
Uberstand wird dann in einem anderen Eppendorf-Reaktionsgefa gesammelt. 5 pl
werden zur Proteinbestimmung nach Bradford verwendet. Der Rest wird bei —20 °C

gelagert.

Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Konzentration von Proteinen erfolgt photometrisch nach Bradford
(BioRad) durch eine Farbreaktion in einer Lésung, wobei die Proben in Laemmli-Puffer
aufgelést werden. Hierbei wird Coomassie Brillant Blue® an die Proteine gebunden.
Dabei verschiebt sich das Absorptionsmaximum von 465 nach 595 nm, wenn basische
und aromatische Aminosauren gebunden werden. Nach funfmindtiger Inkubation von
5 ul der Proteinlésung mit 200 pl der im Verhaltnis 1: 5 verdinnten Farbstofflésung in
einer Mikrotiterplatte wechselt die Farbe von Grinbraun zu Blau. Mit einem
Spektralphotometer wird dann die Absorption bei 595 nm gemessen und Uber eine
zuvor hergestellte Albumin-Standardkurve (1-8 pl einer Stocklésung mit 1 mg/ml
Protein) die Proteinkonzentration bestimmt.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Gelelektrophorese wird nach der Methode von Laemmli durchgefihrt. Das Gel
wird nach den gesuchten Proteinen zusammengestellt: fir Procaspase 3, 6, 9 (32 kDa,
64 kDa, 46 kDa, 54 kDa) 10 % bzw. fir Bcl-2, Bax, AlF, ERK-2 (26 kDa, 21 kDa,
23 kDa, 50 kDa, 44 kDa) 12,5 %. Vor SDS-Kontakt wird das Protein mit Gelladepuffer in
einem Verhaltnis von 1:1 versetzt, und die Proben werden unter reduzierenden und

denaturierenden Bedingungen fir 3 Minuten auf 95 °C erhitzt. Die SDS-Gele werden in
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BioRad-Minigelkammern gegeben. TEMED und 10 % Ammoniumpersulfat werden kurz
vor dem GieBen der Gele zugegeben. Jeweils 60 ug Protein wird nach dem Abkulhlen
der Probe getrennt in je eine Geltasche aufgetragen. Ebenso dient ein Marker
(Amersham Rainbow) zur Erkennung der molekularen Massen der detektierten
Proteine. Spater erfolgt die Elektrophorese in BioRad-Minigelkammern im Laemmli-
Puffersystem bei 100 V fir 2 Stunden.

Protein-Blot

Der Transfer der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf die Blotmatrices wird im
Semi-Dry-Verfahren durchgefihrt. Die getrennten Proteine werden auf eine Membran
Ubertragen, um die Antigene optimal zu detektieren. Dieser Transfer erfolgt, indem
negativ geladene Proteine zur Anode wandern. Nach erfolgreicher Elektrophorese wird
das Trenngel aus der Elektrophoresenkammer enthommen, dann flr 15 Minuten im
Blotting-Puffer aquilibriert und luftblasenfrei mithilfe einer puffergetrankten Hybond-
Nitrozellulosemembran  (Amersham) zusammengesetzt. Um die  Trenngel-
Membranvorrichtung wird ein Sandwich gebildet und in den 2 puffergetrankten Lagen
3M-Whatman-Filterpapiere (Whatman) je Seite sowie die Blotvorrichtung (Biorad)
gemal Herstellerangaben verwendet. Zum Proteintransfer haben wir das Sandwich in
die Blotkammer Uberfihrt. Die Kammer wird mit eiskaltem Blotpuffer bei 100 V, 4 C und
maximaler Stromstarke fir 1 Stunde geblottet. Die Membran wird anschlieBend mit
Ponceau-S gefarbt, um den Transfererfolg zu beurteilen. Danach wird sie mit Aqua
bidest abgewaschen, bis die Farbung entfernt ist.

Immunblot

Nach dem Proteintransfer wird die Nitrocellulose-Membran mit Odyssey-Licor-
Biosciences-Blockierungspuffer (Block-Puffer®; Licor Biosciences, Lincoln, NE, USA)
fir eine Stunde bei Raumtemperatur geschwenkt und inkubiert. Danach haben wir bei
4 °C Uber Nacht mit dem primaren Antikérper inkubiert.

Die folgenden Schritte werden unter Schwenken durchgefihrt: Am nachsten Tag wird
nach dreimaligem, jeweils fUnfminitigem Waschen mit PBS-Tween, bei
Raumtemperatur fir 1 Stunde ein dem Detektionsverfahren angepasster sekundarer
Antikdrper hinzugegeben. Fir die Odyssey-Licor-Biosciences®-Detektion ist eine
entweder an IRDye 800 oder an Cy5.5 gekoppelter sekundarer Antikdrper nétig. In
Vorversuchungen haben wir die optimale Antikérperverdinnung bestimmt. Sie liegt fur
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die primaren Antikérper zwischen 1: 300 bis 1: 1000 und fur die sekundaren Antikdrper
bei 1: 2000.

Detektion mit Odyssey Infrared Imaging System®

Zur Detektion der an den primaren Antikérper gebundenen, mit IRDye800 oder Cy.5.5
markierten sekundaren Antikérper wird ein spezielles lasergestitztes Detektionssystem
(Odyssey Infrared Imaging System®) verwendet und mit einer entsprechenden
Software nach den Herstellervorgaben bearbeitet. Danach werden die Intensitat

bestimmt sowie die Proteinbande dargestellt.

2.29 Statistische Auswertung

Die Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Die
Analyse wird nach der Anzahl der verschiedenen Gruppen und der unterschiedlichen
Untersuchungszeitpunkte  als Einweg-ANOVA- (Einwegvarianzanalyse  fir
unverbundene Stichproben) und Newman-Keuls-Test durchgefihrt. Zur Analyse der
Daten und zum Erstellen der Diagramme wird Prism 2.0 (Software for Science, San
Diego, CA, USA) benutzt.

Die beobachteten Unterschiede zwischen den Proben werden Uber den F-
Wahrscheinlichkeitstest geprift. p < 0,05 wird als signifikant eingestuft und durch ein
Sternchen (*) oder eine Raute (#) angezeigt.

Sollten Fehlerbalken nicht in der Grafik erscheinen, so liegen die Fehler innerhalb der

GroBe der Symbole.
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3 Ergebnisse
3.1 Streptococcus pneumoniae R6x induziert endotheliale Apoptose in
HUVEC

Flr die Untersuchung des Einflusses von Streptococcus pneumoniae auf die Apoptose
wurden primare Endothelzellen aus der menschlichen Nabelschnurvene (HUVEC)
verwendet. Die Endothelzellen wuchsen zu einem konfluenten, kontaktinhibierten
Monolayer, der dann mit Pneumokokken (unbekapselter Stamm R6x) in einer
Konzentration von 10° oder 10° cfu/ml inkubiert wurde. Weitere Stimuli waren
Staurosporin, TNF-a und Cyclohexamid. Zum Nachweis des programmierten Zelltods in
HUVEC wurden die Kriterien DNA-Fragmentierung und mikroskopische Morphologie
herangezogen, wahrend die Nekrose durch die Freisetzung von Laktatdehydrogenase
(LDH) im Uberstand beurteilt wurde. Die Endothelzellen wurden fiir 2, 4, 8, 12 und 16
Stunden mit unbekapseltem S. pneumoniae R6x in unterschiedlichen Konzentrationen
infiziert. Nach 16-stlindiger Inkubation wurde eine zeit- und konzentrationsabhangige
Apoptose in "Cell Death Elisa " beobachtet. Eine signifikante Zunahme war zu den
Zeitpunkten 12 und 16 Stunden zu verzeichnen (vgl. Abb. 3.1 A).
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Abb. 3.1 A: Zeit und Dosis abhéangiger Apoptose mit Streptococcus pneumoniae infizierten
HUVEC
HUVEC wurden mit Streptococcus pneumoniae R6x (103/1 0° cfu/ml) far die angegebenen Zeiten infiziert.

Danach wurden die DNA-Fragmente gemessen. Die gezeigten Daten sind als Mittelwerte *

Standardabweichung von wenigstens drei unabhangigen Experimenten dargestellt. Werte mit p < 0,05,
die mit einem Sternchen (*) markiert sind, deuten auf einen signifikanten Unterschied zwischen

unstimulierten und stimulierten Proben hin.
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Diese Erkenntnisse konnten durch eine Tunelfarbung bestéatigt werden. In diesem
Versuch glich die konzentrationsabhangige S. pneumoniae-bedingte Apoptose, die von

Staurosporin, ein starker Induktor dieser Prozess (vgl. Abb. 3.1 B).

B

R6x 10° cfu/ml

Abb. 3.1 B: Detektion der DNS-Fragmente durch Tunelfarbung
HUVEC wurden mit 10° cfu/ml und 10° cfu/ml S. pneumoniae R6x fiir 16 Stunden infiziert und mit 1 pM

Staurosporin inkubiert. Danach wurden DNS-Fragmente durch die Tunelfédrbung detektiert und dann
durch Konfocal-Laser-Mikroskopie visualisiert. Reprasentative Proben von drei unabhangigen

Experimenten mit vergleichbaren Ergebnissen werden gezeigt.

Bei der Farbung der Zellen mit Annexin V und Propidiumiodid (Fluoreszenzmikroskopie,
vgl. Abb. 3.1 C) wurde eine Steigerung der Annexin-V-Bindung, einem Marker der
Apoptose, in den Réx-infizierten endothelialen Zellen deutlich. Hingegen war in mit D39
infizierten Zellen die Propidiumiodidfarbung erhdht. Da die meisten Ré6x-infizierten
Zellen Propiumiodid-negativ waren, deuten die Daten darauf hin, dass R6x Apoptose
bewirkt. D39 rief dagegen Nekrose in HUVEC hervor (vgl. Abb. 3.1 C). Im Vergleich zu
den nicht stimulierten Zellen war die innerhalb des Zeitrahmens getestete LDH-Aktivitat
in Ré6x-infizierten HUVEC nicht signifikant erhdéht. In eine andere Studie wurde
festgestellt, dass eine optische Dichte von 0,1 bei 600 nm 1x10® cfu/ml entsprcht. Fir

die Bakterienstamme R6x und D39 wurde diese bestatigt.
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R6x 10° cfu/ml
s '}

D39 103 cfu/ml

Abb. 3.1 C: Farbung der Zelle mit Annexin V und Propidiumiodid
HUVEC wurden mit S. pneumoniae R6x und D39 (103 cfu/ml) fir 16 Stunden infiziert und mit

Staurosporin (1 uM) fir 8 Stunden inkubiert. Die Zellen wurden dann mit Annexin V (griin) und
Propidiumiodid (rot) gefarbt und spater durch Fluoreszenzmikroskopie visualisiert. Gezeigt sind

reprasentative Ausschnitte aus dem HUVEC-Monolayer von drei unabhéangigen Experimenten.

3.2 Kapsel und Pneumolysineigenschaften der Pneumokokken beeinflussen
die Induktion von Apoptose in HUVEC
Die Bedeutung von Virulenzfaktoren von S. pneumoniae in Bezug auf
Apoptoseinduktion sollte im Folgenden naher betrachtet werden. So wurden wichtige
Pathogenitatsfaktoren, wie die Kapsel, Pneumolysin und Wasserstoffperoxid, in ihrer
Fahigkeit, Apoptose in HUVEC hervorzurufen, untersucht. In diversen Studien konnte
bereits gezeigt werden, dass Pneumolysin und Wasserstoffperoxid in Endothelzellen zu
programmiertem Zelltod fihren (Bermpohl et al., 2005; Rubins und Janoff 1998). In
unserer Studie wurden HUVEC mit dem bekapselten D39, mit seinem unbekapselten
Derivat R6x und R6xAply, dem durch Mutation Pneumolysin fehlt, fir 16 Stunden
infiziert (vgl. Abb. 3.2 A und 3.2 B). Dabei stellte sich heraus, dass R6x in endothelialen
Zellen verstarkt Apoptose induzierte, wahrend R6xAply, die Pneumolysin-deletierte

Mutante, weniger Apoptose in HUVEC hervorrief.
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Abb. 3.2 A: R6x-bedingte endotheliale Apoptose ist Pneumolysin-abhéngig
HUVEC wurden fir 16 Stunden mit bekapselten D39, unbekapselten R6x, Pneumolysin-deletierten

Mutanten R6xAply (10°cfu/ml) und Staurosporin (St, 1 uM) inkubiert. DNA-Fragmente (gezeigt:

Vielfaches der Kontrolle) wurden dann gemessen. Ein Wert von p < 0,05, verglichen mit unstimulierten
Zellen (K), wird dargestellt durch ein Sternchen (*). Repréasentative Proben von drei unabhangigen

Experimenten mit vergleichbaren Ergebnissen werden gezeigt.

Innerhalb des gegebenen Zeitrahmens kam es nicht zur Steigerung der LDH-
Ausschittung von R6x und Ré6Aply (vgl. Abb. 3.2 B). Auch fand innerhalb der 16-
stiindigen Exposition mit D39 (10° cfu/ml) keine Aktivierung der endothelialen DNA-
Fragmente statt. Als Zeichen des nekrotischen Zelltodes wurde jedoch ein erhdhter

Spiegel der LDH-Ausschittung beobachtet.
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Abb. 3.2 B: S.-pneumoniae-Kapsel fiithrt zu erhéhter LDH-Ausschiittung in HUVEC
HUVEC wurden fir 16 Stunden bekapselten D39, unbekapselten R6x, Pneumolysin-deletierten Mutanten

R6xAply (10°cfu/ml) und Staurosporin (St, 1 pM) ausgesetzt. LDH-Ausschiittung (gezeigt als %-

spezifische) wird prasentiert. Ein Wert von p < 0,05, verglichen mit unstimulierten Zellen (K), wird
dargestellt durch ein Sternchen (*). Reprasentative Proben von drei unabhangigen Experimenten mit

vergleichbaren Ergebnissen werden gezeigt.

Da bekannt ist, dass S. pneumoniae H>O. produziert (Hoskins et al., 2001), wurde die
Wirkung dieses Pathogenitatsfaktors auf der Apoptoseinduktion untersucht. H,O, kann
leicht durch die Membran der Zellen diffundieren und eine oxidative Schéadigung
auslésen (Siguad et al.,, 2005; Oda et al., 2001). Deshalb wurde die Rolle von
Wasserstoffperoxid in Bezug auf den R6x-induzierten programmierten Zelltod ermittelt.
Dazu wurden HUVEC mit NAC (N-Acetyl-L-Cysteine), einem Antioxidans, vorinkubiert
und spater mit R6x und D39 stimuliert. Es konnte eine signifikante Reduzierung der
Apoptose nach der Exposition mit R6x sowie eine deutliche Reduzierung der LDH-
Ausschiittung in D39-infizierten Zellen ermittelt werden (vgl. Abb. 3.2 C und 3.2. D).
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Abb. 3.2 C: R6x-bedingte endotheliale Apoptose ist zum Teil Wasserstoffperoxid-abhéangig
HUVEC wurden mit NAC (1 uM) vorinkubiert, dann fiir 16 Stunden bekapseltem D39, unbekapseltem

R6x, pneumolysin-deletierten Mutanten R6xAply, (106 cfu/ml) ausgesetzt. Die DNA-Fragmentierung wird

gemessen. Ein Wert von p < 0,05, verglichen mit unstimulierten Zellen, wird dargestellt durch ein
Sternchen (*). Ein Wert mit p < 0,05, verglichen mit stimulierten Zellen, mit und ohne Inhibitor durch (#).
Reprasentative Proben von drei unabhangigen Experimenten mit vergleichbaren Ergebnissen werden

gezeigt.
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Abb. 3.2 D: D39-bedingte Nekrose ist zum Teil Wasserstoffperoxid-abhéangig
HUVEC wurden mit NAC (1 uM) vorinkubiert, dann fir 16 Stunden bekapseltem D39, unbekapseltem R6x

und Pneumolysin-deletierten Mutanten R6xAply (10°cfu/ml) ausgesetzt. Die LDH-Ausschiittung wurde

gemessen. Ein Wert von p < 0,05, verglichen mit unstimulierten Zellen, wird dargestellt durch ein
Sternchen (*). Ein Wert mit p < 0,05, verglichen mit stimulierten Zellen, mit und ohne Inhibitor durch (#).
Reprasentative Proben von drei unabhangigen Experimenten mit vergleichbaren Ergebnissen werden

gezeigt.

3.3 S. pneumoniae R6x induziert Caspase-6- und Caspase-9-abhangige
endotheliale Apoptose

Der programmierte Zelltod wird durch das Aktivieren hierarchischer Caspasekaskaden
zuerst Aktivierung der Aktivatorencaspasen 8 und 9, welche zur Aktivierung der
Effektorcaspasen 3 und 6 flhren ausgel6st (Desagher und Martinou, 2000). Um den
Mechanismen der durch S. pneumoniae induzierten Apoptose in HUVEC zu klaren,
wurden Endothelzellen mit dem Pancaspaseinhibitor zVAD vorinkubiert. Im Anschluss
wurden die Zellen mit S. pneumonaie R6x infiziert. Als Positivkontrolle diente der starke
Caspaseaktivator Staurosporin (1 uM). Eine vollstandige Rickbildung der Apoptose in
vorinkubierten Zellen war zu beobachten (vgl. Abb. 3.3 D).
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Abb. 3.3 A: R6x induziert Caspasen-abhangige Apoptose in HUVEC
HUVEC wurden mit 50 pg/ml Pancaspaseinhibitor zVAD far 30 Minuten vorinkubiert und dann mit R6x

(10° cfu/ml und 10° cfu/ml) fiir 16 Stunden stimuliert. Analysiert wurden dann die Apoptose. Ein Wert von
p < 0,05, verglichen mit unstimulierten Zellen (K), wird dargestellt durch ein Sternchen (*). Ein Wert mit
p < 0,05, verglichen mit stimulierten Zellen, mit und ohne Inhibitor durch (#). Reprasentative Proben von

drei unabhangigen Experimenten mit vergleichbaren Ergebnissen werden dargestellt.

Weitere Untersuchungen in infizierten Zellen zeigten eine starke Aktivierung der
Caspasen 6 und 9 (vgl. Abb. 3.3 C und D). Eine Aktivierung der Caspase 3 wurde erst
nach 24 Stunden beobachtet (vgl. Abb. 3.3 B). Dies gibt den Hinweis, dass Caspase 3
in der durch Pneumokokken bedingten Apoptose in HUVEC keine Rolle spielt, da dieser

Prozess vor dem Ablauf von 16 Stunden sein Optimum erreichte.
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Abb. 3.3 B: R6x aktiviert Caspase 3
HUVEC wurden mit R6x 10°cfu/ml fiir 20 Stunden inkubiert. Die Caspase-3-Aktivitat wurde mittels

Western Blot (1) und Fluorometrie (2) gemessen. Ein Wert von p < 0,05, verglichen mit unstimulierten
Zellen (K), wird dargestellt durch ein Sternchen (*).gezeigten Daten sind reprasentative Ergebnisse von
mindestens drei unabh&ngigen Experimenten.
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Abb. 3.3 C: R6X aktiviert Caspase 9
HUVEC wurden mit R6x (10%cfu/ml und 10° cfu/ml) fir 24 Stunden inkubiert. Die Caspase-9-Aktivitat

wurde mittels Western Blot (1) und Fluorometrie (2) detektiert. Ein Wert von p < 0,05, verglichen mit
unstimulierten Zellen, wird dargestellt durch ein Sternchen (*). RFU: Relative Fluorescence Units. Die

gezeigten Daten sind reprasentative Ergebnisse von mindestens drei unabhangigen Experimenten.
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Abb. 3.3 D: R6X aktiviert Caspase 6

HUVEC wurden mit R6x (103 cfu/ml und 10° cfu/ml) fir 16 Stunden inkubiert. Die Caspase-6-Aktivitat
wurde mittels Fluorometrie (2) gemessen und mit Western Blot (1) detektiert. Ein Wert von p < 0,05,
verglichen mit unstimulierten Zellen, wird dargestellt durch ein Sternchen (*). RFU: Relative
Fluorescence Units. Die gezeigten Daten sind reprasentative Ergebnisse von mindestens drei

unabhangigen Experimenten.
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34 Beim endothelialen Zelltod kommt es zur Reduzierung der antiapopto-
tischen Bcl-2 und zur zytosolischen AlIF-Erhéhung

Die in Abbildung 3.3 D beobachtete Aktivierung von Caspase 6 und 9 nach der
Inkubation der Endothelzellen mit Pneumokokken weist darauf hin, dass
mitochondrienabhéangige Faktoren in durch Pneumokokken bedingter Apoptose
involviert sind (Desagher und Martinou, 2000). Die Proteinexpression des
antiapoptotischen Bcl-2-Proteins, des proapoptotischen Bax-Proteins sowie von AlF,
welches eine besondere Rolle bei der Caspasen-unabhdngigen Apoptose spielt,
wurden analysiert.

Wie Abbildung 3.4 demonstriert, fihrte eine Infektion der endothelialen Zellen mit R6x
zu einer Verminderung des Proteingehaltes von Bcl-2. Innerhalb des untersuchten
Zeitrahmens konnte gezeigt werden, dass die Bax Expression nicht beeinflusst wurde.
Interessanterweise war eine zytosolische Erhéhung von AIF nach 8 Stunden in
Pneumokokken-infizierten HUVEC zu verzeichnen.

- — - .| -Bax
—— - Bcl-2
- ._—-,I'-- - AIF
e b e ——4d - ERK2

K 4 8 12 St
R6x 10° cfu/ml [Std]

Abb. 3.4: R6x induziert sowohl Bcl-2 als auch AIF in HUVEC
HUVEC wurden mit 10° cfu/ml R6x fiir 12 Stunden inkubiert. Diese Exposition fihrte zur Reduzierung der

Bcl-2-Spiegel und zur Erhéhung der zytosolischen AIF, aber zu keinem Effekt der Bax-Protein-Spiegel.
Bcl-2, Bax, AIF und ERK2 (Loading-Kontrolle) wurden dann mit Western Blot detektiert. Reprasentative
Blots aus drei unterschiedlichen Experimenten mit &hnlichen Ergebnissen werden gezeigt.
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3.5 S. pneumoniae-R6x-induzierter Zelltod ist durch cAMP-Expression
blockierbar

Es ist bereits bekannt, dass cAMP mit mitochondrienabhangiger Apoptose interferiert
(Hippenstiel et al., 2002). Demzufolge wurde das intrazellulare cAMP vor Infektion in
HUVEC erhoht. Dies geschieht zum einen durch die Aktivierung der Adenylatzyklase
(Forskolin 1 uM) und die Hemmung der PDE 4 (Rp 73401, 1 uM). Der Anstieg von
intrazellularem cAMP blockierte sowohl die S. pneumoniae-induzierte Apoptose (Abb.
3.5) als auch die Aktivierung von Caspase 6 und 9. Innerhalb des untersuchten
Zeitraums konnte kein Anstieg der LDH-Aktivitat im Zelllberstand festgestellt werden.
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Abb. 3.5 A-C: cAMP-Zunahme blockiert sowohl die Pneumokokken-bedingte Aktivierung der
Caspasen 6 und 9 als auch die Apoptoseinduktion

HUVEC wurden mit RP-73401 (1 uM) und Forskolin (1 uM) vorinkubiert und nachfolgend fir 16
Stunden mit S. pneumoniae (106 cfu/ml) infiziert. Die Erhéhung von cAMP blockierte sowohl die
Apoptose als auch die Caspase 6- und 9-Aktivierung in infizierten humanen Endothelzelle. DNA-
Fragmente wurden mit Cell death ELISA gemessen und die Aktivitat der Caspasen 6 und 9 im Assay
bestimmt. p < 0,05 verglichen mit unstimulierten Zellen wird dargestellt durch ein Sternchen (*). Ein
Wert mit p < 0.05 verglichen mit stimulierten Zellen mit und ohne Inhibitor durch (#). RFU: Relative
Fluorescence Units. Die gezeigten Daten sind reprasentative Ergebnisse von mindestens drei

unabhéngigen Experimenten.

3.6 S.-pneumoniae-R6x-induzierte endotheliale Apoptose beruht auf p38- und
JNK-Aktivierung

Die MAPK-Kaskade wird durch inflammatorische Reaktionen aktiviert und spielt eine
wichtige Rolle beim Zellwachstum und Zelltod (Wada und Penninger, 2004). Aus
diesem Grund wurde die Hypothese aufgestellt, dass p38-MAPK und -JNK zu der
Pneumokokken-induzierten Apoptose in Endothelzellen beisteuern kénnten. Humane
Endothelzellen wurden mit Pneumokokken infiziert. Nach 30 und 60 Minuten konnte
eine starke Phosphorylierung beide Kinase beobachtet werden, welche 2 Stunden
spater endete (Abb. 3.6). Um zu bestimmen, ob die MAPK-Aktivierung bei der S.
pneumoniae-induzierten Apoptose eine Rolle spielt, wurden die Endothelzellen mit
spezifischen Inhibitoren fir p38- MAPK (SB202190) und -JNK (SP 600125) eine Stunde
vorinkubiert. Danach wurden sie mit Pneumokokken fir 16 Stunden infiziert. Wie
Abbildung 3.6 B zeigt, reduzierten sowohl die p38- als auch die JNK-Inhibitoren die
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Streptococcus-pneumoniae-induzierte Apoptose. SB202474, eine chemische Kontrolle
von SB202190, zeigte keinen Effekt.

Die Pneumokokken-abh&ngige Aktivierung der Caspasen 6 und 9 wurde durch die
Inhibition beider Kinasen reduziert. Dies konnte mit dem Caspasen-Aktivitat-Assay
bestatigt werden. Die in dieser Studie verwendete Konzentrationen von SB202190 und
SP600125 veranderten nicht das Wachstum der Bakterien innerhalb des Zeitrahmens

(Daten werden hier nicht gezeigt).
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Abb. 3.6A-B : R6x reduziert endotheliale Apoptose in p38- und JNK-abhéangiger Aktivierung
HUVEC wurden mit R6x (10° cfu/ml) fiir den genannten Zeitrahmen inkubiert. Phosphorylierte p38-MAPK

und -JNK und ERK2 (loading control) wurden mit Western Blot detektiert (A). Abb. B: HUVEC wurde mit
p38-MAPK-Inhibitor SB 202190 (10 uM), inaktiver chemischer Kontrolle SB202474 (10 uM) und JNK-
Inhibitor SP600125 (10 uM) vorinkubiert. Danach wurden die Zellen fiir 16 Stunden mit S. pneumoniae
(10° cfu/ml) infiziert. Apoptose wurde dann anschlieBend gemessen. Ein Wert von p < 0,05 verglichen mit
unstimulierten Zellen wird dargestellt durch ein Sternchen (*). Ein Wert mit p < 0,05, verglichen mit
stimulierten Zellen, mit und ohne Inhibitor durch (#). Reprasentative Blots und Daten aus drei

verschiedenen Experimenten mit hnlichen Ergebnissen werden abgebildet.
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4 Diskussion und Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass infizierte humane umbilikale Endothelzellen
(HUVEC) einen jeweils Pneumokokkenstamm abhangenden, unterschiedlichen Zelltod
erleiden kdénnen. So induziert unbekapselte S. pneumoniae (R6x) einen Zeit- und
konzentrationsabhangigen Apoptose wohingegen bekapselte Bakterien (D39) einen
nekrotischen Zelltod hervorriefen.

Die beobachtete Apoptose war Pneumolysin abhangig im Gegensatz wurde die
Nekrose durch den Pathogenitatsfaktor H20> induziert. Bei dem
pneumokokkeninduzierten programmierten Zelltod spielten die Caspasen 6 und 9 eine
entscheidene Rolle. Darliberhinaus waren die mitochondrialen Faktoren Bcl2 und AlF
essentiell flir die beobachtete Apoptose. Die S. pneumoniae induzierte Apoptose wurde
auch durch die p38 und JNK MAPK kontrolliert. Die Erh6hung der cAMP Spiegel flihrte
zu Blockade sowohl der Caspasen 6 und 9 Aktivitat als auch der Apoptose. Dass
Caspasenaktivierung in dem pneumokokkeninduzierten programmierten Zelltod eine
Rolle spielt, konnte mittels eines Pancaspaseninhibitors sowie eines spezifischen
Caspase-6-Inhibitors, welche beide eine deutliche, aber nicht vollstdndige Reduktion
der Apoptoserate bewirken, gezeigt werden. So konnte eine Spaltung der
proapoptotischen Proteine Bid und Bax sowie die Reduktion des antiapoptotischen
Proteins Bcl-2 nachgewiesen werden.

Zusammengefasst erbrachten diese experimentellen Untersuchungen neue
Erkenntnisse zum Verstéandnis der Pneumokokken-Endothel-Interaktion.

4.1 Nachweis des programmierten Zelltods nach Infektion umbilikaler
Endothelzellen mit Pneumokokken

Humane umibilikalvenése Endothelzellen wurden prapariert und fir 4 bis 5 Tage
kultiviert. Die Huvecs wurden mit nicht bekapselten Pneumokokken (R6X) in eine
Konzentration 10° oder 10° infiziert. Diese Konzentration wurde ausgewahlt nach
Infektion der Endothelzellen mit unterschiedlichen Dosen der Pneumokokken.
Standardmethoden wie Cell death Elisa ( Messung der DNS — Fragmentierung) ,
Tunnelfaroung , die Annexin V Bindung an apoptotischen Zellen sowie die
Caspasenaktivierung wurden alle samt in diese Studie verwendet. Alle diese Methoden
lieferten gleiche Ergebnisse in dieser Studie. Somit liegt eine solide Beobachtung vor.
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Wir fanden heraus, dass nicht bekapselte Streptococcus pneumoniae R6x
konzentration- und zeitabh&ngig programmierten Zelltod in humanen Endothelzellen der
Nabelschnurvene induzieren kdnnen. Als etablierter Nachweis flir den programmierten
Zelltod gilt die internukleosomale DNS-Spaltung in Fragmente von 180 Basenpaaren
durch DFF 40 (DNA-Fragmentations-Faktor 40) und die CAD (Caspasen-aktivierte
DNase) (Wyllie, 1980; Bortner, 1995). Durch weitere Parameter, wie die vermehrte
Annexin-V-Bindung an der duBeren Zellmembran und DNS-Strangbriiche im TUNEL-
Assay wurden diese Beobachtungen noch unterstitzt. Die Bindung von Annexin V an
das durch Apoptose bedingte extrazellulare Phosphatidylserin gilt als etablierte
Methode zur Quantifizierung der Apoptose (Fadok und Henson, 1998). Die TUNEL-
Methode gehért zu den am meisten verwendeten Apoptose-Assays. Sie kann bei
adharenten Zellen (Endothelzellen) und nicht adhdrenten Zellen angewendet werden
(Sgonc und Gruber, 1998).

4.2 Induktion endothelialer Apoptose durch Streptococcus pneumoniae:
Bedeutung von Pneumolysin
Eine wichtige Strategie von Bakterien bei der Pathogenese von Infektionen scheint die
Induktion und Modulation von Apoptose zu sein. Dabei benutzen verschiedene Erreger
unterschiedliche Wege, um Apoptose auszuldsen. Studien an Endothelzellen beweisen,
dass Apoptose fir die frilheren Schritte der Atherosklerose und Myokardialischamie
(Nofer et al., 2001; Martinet et al., 2001) verantwortlich ist, und dass Strategien, die die
Apoptose limitieren, die vaskulare und myokardiale Zerstérung reduzieren. Umso
wichtiger ist es, die Expression und die regulierenden Signalwege der Apoptose zu
identifizieren. In einer anderen Studie flihrten Streptococcus pneumoniae in
mikrovaskuldren Endothelzellen zu einer Zerstérung der Endothelzellmonolayer, ein
Effekt, der flr die Zytotoxizitat von Pneumolysin kennzeichnend ist (Zysk, 2001). Rubins
et al. beschreiben in einer Studie, dass Pneumolysin die Zytotoxizitdt der
Lungenepithelzellen induzierte. Weder Apoptose noch Nekrose wurden jedoch
spezifisch untersucht. In dieser Studie wurde gezeigt, dass die Pneumokokken-bedingte
Apoptose zum Teil Pneumolysin abhéngig war. Diese Daten liegen in der
Ubereinstimmung mit Ergebnisse von Braun et al. , welche zeigten , dass Pneumolysin
in neuronale und mikrogliale Zellen die Apoptose induzierte (Braun et al., 2007 und
2002; Sublett et al., 2002). Ein wesentliches Virulenzmerkmal des Pneumokokkentoxins

ist die Pneumolysin. Sie ist ein Porenbildner Toxin. Eine wichtige Eigenschaft der
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Pneumokokken, der fir die Auslésung Pneumolysins und seine Virulenz notwendig ist,
ist die Autolysin, der durch Zellwanddegradierung charakterisiert ist. Pneumolysin
kommt innerhalb des bakteriellen Zytoplasmas vor. Das Sie nicht Uber N-terminale
Sequenz verfligen, ist die die Zytolyse eins von mehreren Merkmale (Walker et al.
1987). Verandertes Pneumolysin, das durch Mutation in der jeweiligen Domane
entstanden ist, wurde verwendet, um zu untersuchen, welche Eigenschaften von
Pneumolysin zur Zytotoxizitdt fUhren. Somit stellt Pneumolysin einen wichtigen

virulenten Faktor in der Pneumokokken-bedingten Apoptose dar (Paton, 1996).

4.3 Induktion endothelialer Nekrose durch Streptococcus pneumoniae:
Bedeutung von der Kapsel

Wichtige Pathogenitatfaktoren von S. pneumoniae sind die Kapsel und die Produktion
von H2O> (Yoo et al., 2010; Duane, 1993; Tauber, 1991; Rubins et al., 1991). Je nach
Vorhandensein und Art der Kapsel wurden verschiedene Muster des apoptotischen und
nekrotischen Zelltods gefunden. In dieser Studie flUhrte Infektion von humanen
Endothelzellen mit bekapselte S. pneumoniae zu einer massiven LDH-Ausschuttung
und einer immensen Propidiumiodid-Farbung. Dies weist auf nekrotische Pradominanz
hin. Das Vorkommen von Polysaccharidkapseln in S. pneumoniae Kkorreliert mit der
Virulenz der Bakterien hinsichtlich Meningitis, Sepsis und Mortalitéat, sowohl in humanen
als auch in murinen Modellen (Martens, 2004; Worm et al., 2004; Engelhard, 1997).
Hammerschmidt und Kollegen stellten eine Kapselreduktion bei bekapselten
Pneumokokken vor dem Bakterien Zell Kontakt fest (Hammerschmidt 2005). Somit ist
wahrscheinlich bewiesen, dass Pneumokken beim Zellkontakt die Kapsel abwirft. Hirst
et al., identifizierten den zytotoxischen Effekt von bekapselten Pneumokokken in
humane Monozyten, als Zeichen der Nekrose (Hirst et al., 2002).

Ahnlich flihrten in Makrophagen (Ali et al., 2003) und Epithelzellen (Schmeck et al.,
2004) bekapselte Pneumokokken Uberwiegend zur Nekrose, da mdglicherweise
bekapselte Pneumokokken Apoptose-induzierende Faktoren maskieren und reduzieren
und somit die Nekrose beglnstigen. In einem anderen Modell fanden Braun et al.
heraus, dass sowohl unbekapselte als auch bekapselte Pneumokokken neuronale
Apoptose im Hippokampus induzieren (Braun et al., 2001; Braun et al., 2002). Wegen
des starken Zytotoxizitatseffekts der bekapselten Pneumokokken werden in in-vitro-
Studien unbekapselte Pneumokokken benutzt (Ring et al., 1998; Novak, 2000; EIm et
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al., 2004). Weitere Studien sind notwendig, um die Bedeutung der Kapsel far
zellmolekulare Vorgange zu klaren.

Streptococcus pneumonaie produzieren auffallig viel Wasserstoffperoxid (H20,), da sie
keine Katalase aufweisen (Pericone et al., 2000). Diese bewirken eine oxidative
Schadigung von Wirtszellen. Braun et al., zeigten in mehreren Studien, dass nicht nur
Pneumolysin sondern auch H>O: sich als Apoptosetrigger in vitro erweisen.

Um feststellen zu kénnen, ob H>O, flir die Zytotoxizitat in der Endothelzelle eine Rolle
spielt, wurde eine Pneumokokkenmutante verwendet, der auch neben Pneumolysin
auch das Enzym zur Bildung von H,O, fehlt. Dazu wurden HUVEC NAC zugegeben. Es
konnte eine signifikante Reduzierung der Apoptose und eine deutliche Reduzierung der
LDH-Ausschittung ermittelt werden. In eine frihere Arbeit von Pfister wurde nach
Behandlung mit einem Antioxidans eine signifikante Reduzierung des zerebralen
Blutflusses in einem Rattenmodell festgestellt (Pfister et al., 1992).

4.4 Signaltransduktion der Apoptose in S. Pneumoniae infizierten Zellen

441 Bedeutung von Caspasen

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Streptococcus pneumoniae unter Beteiligung von
Caspasen zu endothelialer Apoptose fihrt. In der Streptococcus-pneumoniae-bedingten
Apoptose wurden die Initiatorprocaspase 9 und die Effektorprocaspasen 3 und 6 im
Western Blot und im Caspasen-Aktivitats-Assay untersucht. Beide Verfahren gelten
hinsichtlich der Untersuchung der Caspasen in der Apoptose als zuverlassig und
wurden schon erfolgreich in mehreren Studien eingesetzt (Qa‘Dan et al.,, 2002;
Linsemann et al., 2001; Blanco-Colia et al., 2002; Li et al., 2002). In dieser Studie |6sten
Pneumokokken eine Caspase 3, 6 und 9 abhangigen induzierten Zelltod in HUVEC aus,
wobei die regulatorischen Caspasen 6 und 9 aktiviert wurden. Tauber et al. (1991)
beschreiben in einer experimentellen Untersuchung die pathophysiologischen
Unterschiede der Meningitis, die durch drei verschiedene Streptococcus-pneumoniae-
Stamme verursacht werden. Untersuchungen an Tiermodellen zeigen, dass die
Apoptose von Neuronen ein entscheidender Schadigungsmechanismus bei der
Pneumokokkenmenigitis ist (Zysk et al., 1996). Um die Funktion der Endothelbarriere zu
erhalten, sind vitale Endothelzellen wichtig. Sie steuern signifikant inflammatorische
Reaktionen, wie Mediatorenausschittung und Fibrinolyse (Hippenstiel und Suttorp,
2003). Stérungen der Endothelbarrierefunktion und der Odemformation durch den

programmierten Zelltod kénnen zum Verlust von Organfunktionen fiihren und dadurch
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nachteilig fir den Wirt sein. Die Aktivierung der Caspase 8 blieb aus, wahrend eine
deutliche Aktivierung der Caspasen 3, 6 und 9 in beiden Messverfahren zu verzeichnen
war. Die Untersuchung des Streptococcus-pneumoniae-bedingten programmierten
Zelltods in HUVEC zeigte, dass die Apoptoseinduktion von Caspase 6 und 9 durch eine
Aktivierung begleitet wird. In zahlreichen Tierversuchen wurde die Bedeutung einzelner
Signalkaskaden fiir die Apoptose untersucht. Gezeigt wurde, dass eine Uberexpression
von Caspasen, Apoptose induzierte (Miura et al., 1993), wahrend selektive
Caspaseinhibitoren Apoptose verhinderten (Bump et al., 1995). Van Mehring et al.
fanden in einem Mausmodell Gber Pneumokokkenmenigitis und Sepsis heraus, dass
eine Erhéhung der Caspaseexpression einschlieBlich der Caspase 6 (von Mering et al.,
2005) stattfindet. Die Caspase 6 spielt eine essenzielle Rolle bei der Apoptose der
primaren neuronalen Zellen und Endothelzellen (Neuzil et al., 2001). Andere Studien
zeigen, dass eine Infektion von Epithelzellen mit Pseudomonas aeruginosa (Cannon et
al., 2003) und Helicobacter pylori (Potthoff et al., 2002) ebenfalls zu einer Caspase-6-
Aktivierung fuhrt. Zur ndheren Charakterisierung des endothelialen Zelltodes durch S.
pneumoniae wurde Uberprift, ob und zu welchem Zeitpunkt Caspasen aktiviert werden.
Dazu wurden Endothelzellen mit Pneumokokken infiziert. Eine Procaspase-3-Spaltung
wie auch eine Caspase-3-Aktivitdt wurden erst 24 Stunden spater beobachtet,
wohingegen massive Apoptose schon nach 12 bis 16 Stunden stattfand. Im Gegensatz
dazu wurde bei Staurosporin, einem bekannten starken Apoptoseinduktor, induzierte
Caspase-3-Aktivitat bereits 12 Stunden nach der Infektion beobachtet. Es ist nicht
bekannt, ob dabei eventuell eine Kreuzreaktion zwischen exekutierenden Caspasen zu
einer Caspase-6-abhangigen Aktivitdt der Caspase 3 fuhrt (Allsopp et al., 2000). Dies
zeigt, dass Caspase 3 in dem benutzten experimentellen Modell nicht signifikant zu
Pneumokokken-bedingter Apoptose beizutragen scheint bzw. dafir wichtig ist.

Um die physiologische Wirkung der Caspaseaktivitdt von Pneumokokken-induzierter
endothelialer Apoptose zu evaluieren, wurde der Pancaspaseinhibitor zZVAD benutzt
und ein Blockierungsversuch mit diesem Breitspektrum-Caspase-Inhibitor durchgeflhrt.
Die Vorinkubation der Endothelzellen mit zVAD zeigte, dass der Pneumokokken-
induzierte Zelltod reduziert werden konnte. In anderen Studien wurde herausgefunden,
dass der Pancaspaseinhibitor zZVAD den programmierten Zelltod in Pneumokokken-
infizierten humanen Lungenepithelzellen blockiert (Schmeck et al., 2004), und dass eine
Blockierung der hippocampalen Apoptose bei experimenteller Pneumokokkenmenigitis

stattfindet (Braun et al., 1999). In den letzten Jahren gibt es auch Evidenzen fir
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Apoptose ohne eine Aktivierung von Caspasen (Donovan et al.,, 2004; Leist und
Jaattela, 2001). So zeigen Pneumokokken-infizierte, apoptotische neuronale Zellen
keine Caspaseaktivitat. Auch kann der Zelltod nicht durch die Caspaseinhibitoren
blockiert werden (Braun et al. 2001).

Die Ergebnisse dieser Studie deuten darauf hin, dass nach Streptococcus-pneumoniae-
induziertem, programmiertem Zelltod sowohl die Caspasen 3 und 6 als auch 9 aktiviert
werden. Eine Aktivierung der Caspase 8 wurde nicht beobachtet.

4.4.2 Mitochondriale Proteine: Rolle von Bcl2

Da die Initiatorcaspase 9 unter der Kontrolle von Bcl-2-Familie-Proteinen steht, welche
eine Cytochrom C-Ausschittung aus der Intermembranspalte hervorrufen, wurde die
Expression von Bcl-2 und Bax in HUVEC sowie die Inkubation mit Pneumokokken in
dieser Studie untersucht. In der &uBeren Mitochondrienmembran regeln Mitglieder der
Bcl-2-Familie als Torwachter die Ausschittung von proapoptotischen Molekulen.
Zytosolisches Cytochrom C aktiviert Apaf-1, der Caspase 9 oligomerisiert, was zur
Aktivierung der Caspasen 3 und 6 fihrt (Garcia-Saez et al., 2010; Martinou und Green,
2001). Bcl-2 gehért zu den antiapoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie, die den
programmierten Zelltod auf mitochondrialer Ebene regulieren. Sie verhindern den
Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials sowie die dort damit
assoziierte Freisetzung von proapoptotischen Molekilen aus dem mitochondrialen
Intermembranraum ins Zytosol, wo sie dann zur Aktivierung der Caspasenkaskade
beitragen (Labedzka et al,. 2006; Kluck et al., 1997; Hengartner und Horvitz, 1994).

Die Exposition von Endothelzellen mit Pneumokokken reduzierte das antiapoptotische
Bcl-2, wahrend Bax innerhalb des analysierten Zeitraums von 4 bis 24 Stunden
konstant blieb. Somit Uberwiegen proapoptotische Faktoren, die wahrscheinlich einen
Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials hervorrufen (Desagher und
Martinou, 2001). Da eine Bcl-2-Uberexpression in Alveolarepithelzellen eine Resistenz
gegenlber Streptococcus-pneumoniae-induziertem programmiertem Zelltod zeigte,
vermutet man eine wichtige Rolle des Bcl-2-Proteins bei der Pneumokokken-
abhangigen Apoptose. Ahnlich erhdhte Mykobakterien in humanen Makrophagen die
Expression von Bcl-2 , um das Uberleben der Wirtszellen zu verlangern (Mogga et al.,
2002).
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4.4.3 Mitochondriale Proteine: Rolle von AIF

Neue Studien belegen eine Existenz von Caspasen-unabhéngigen apoptotischen
Kaskaden beim Pneumokokken-induzierten Zelltod (Braun, 2001; Novak et al., 2001).
Es stellt sich die Frage, ob dabei AlF freigesetzt wird.

Apoptose-induzierende  Faktoren wurden vor kurzem in charakterisierten,
proapoptotischen mitochondrialen Proteinen entdeckt (Susin et al., 2000). Die
pathologische Rolle dieser Proteine wurde in nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen
(Joseph et al., 2000) sowie glatten Muskelzellapoptosen (Granville et al., 2001),
Leukamie (Yasugi et al., 2000) und HIV gesehen (Ferri et al., 2000). AIF kdénnte ein
erganzender kooperativer Signalweg sein, der mit Caspasen zu nuklearer Apoptose
fuhrt. In verschiedenen Arbeiten konnte AlF identifiziert werden, die bei Pneumokokken-
behandelten Endothelzellen durch Kondensation des Chromatins gekennzeichneten
Kernpolymorphologie zu beobachten ist (Leist und Jaattela, 2001; Daugas, 2000).
Durch welche Mechanismen AIF zu nuklearen Veranderungen fuhrt, ist unklar. Es ist
aber bekannt, dass AIF mit Endonuklease G interagiert, die Caspasen-unabhangig DNS
degradieren kann (Hansen und Nagley, 2003).

Die AIF-Ausschittung aus endothelialem Zytosol, die Caspasen-abhangige Apoptose
induziert, konnte bestimmt werden (Braun et al., 2001). Die Exposition von
Endothelzellen mit Pneumokokken demonstriert die zytosolische AlIF-Spiegel-Erhéhung.
Da der programmierte Zelltod durch den Pancaspaseinhibitor zZVAD inhibiert wurde, ist
ein zusatzliches Glied zwischen AlIF und Caspase zu erwagen. Mehrere Studien zeigen,
dass eine Ausschuttung von AIF aus den Mitochondrien durch aktivierte Caspasen und
das Caspase-aktivierte Protein t-Bid ausgel6st werden kann (Lassus et al., 2002;
Zamzami et al., 2000; Robertson et al., 2002). In HelLa- und Jurkat-Zelllinien, die mit
Staurosporin oder Aktinomycin D vorbehandelt wurden, wird die mitochondrielle
Ausschittung von AIF durch Caspaseinhibitoren unterdriickt. Deshalb wird zwischen
Caspasen-unabhangigen und Caspasen-abhangigen Mechanismen der
mitochondriellen AlF-Ausschittung unterschieden. Der Mechanismus der AlF-
Ausschittung aus der mitochondriellen Intermembranspalte ist noch unzureichend

aufgeklart.
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444 Bedeutung von MAPK-Kinase

Da ein funktionelles Glied zwischen dem JNK/p38-MAPK- und dem Caspasesignalweg
besteht (Muhlenbeck et al., 1998; Jou und Biemann, 1997; Juo et al., 1997; Cardone et
al., 1997; Cahill et al., 1997), wurde der Effekt der Inhibitoren auf JNK- und p38—MAPK-
Aktivierung und Apoptose getestet. In dieser Studie wurde gezeigt, dass
Pneumokokken eine Phosphorylierung von p38-MAPK und -JNK in humanen
Endothelzellen induzieren. Eine Hemmung beider Kinasen reduzierte signifikant die
Streptococcus-pneumoniae-bedingte Caspaseaktivitdt wie auch die Apoptose der
humanen Endothelzellen. Eine Phosphorylierung von p38-MAPK wurde auch bei
Streptococcus-pneumoniae-infizierten Lungenepithelzellen (Schmeck et al., 2004) und
Makrophagen beobachtet (Monier et al., 2004). Die Phosphorylierung von JNK durch
eine Pneumokokkeninfektion wurde bisher nicht beschrieben. Wie in dieser Studie
beschrieben auch Aleman et al., dass Mykobakterium tuberkulosis eine p38-MAPK-
abhangige Apoptose in polymorphnuklearen Neutrophilen induziert (Aleman et al.,
2004). AuBerdem flihrte eine Staphylococcus-aureus-Infektion zur JNK-abhangigen
Apoptose in Endothelzellen (Esen et al., 2001). Im Gegensatz dazu berichteten Liberto
et al. Uber eine Verhinderung des Endothelzelltodes durch eine Aktivierung von p38-
MAPK und -JNK nach der Exposition mit Bartonella quintana (Liberto et al., 2004).
Mégliche antiapoptotische Mechanismen der p38-MAPK-Inhibition konnten durch
Hochregulation von antiapoptotischen Bcl-2 im Herzen von transgenischen Mausen
gezeigt werden (Kaiser et al., 2004). Indessen verminderte sich die Helicobacter-pylori-
induzierte Apoptose durch die Hemmung von p38-MAPK, ohne in den Bcl-2-Spiegel
einzugreifen. Diese Studie zeigt, dass p38-MAPK und -JNK eine wichtige Rolle bei dem
Pneumokokken-induzierten programmierten Zelltod spielen.

4.5 Einfluss von cAMP auf S.-pneumoniae-induzierte Apoptose

Als wirkungsstarke Inhibitoren der Apoptose gelten zyklische Nukleotide (Li et al.,
2000). Suttorp et al. fanden heraus, dass eine cAMP-Erhéhung die H.0, bedingte
Stérung der Permeabilitat blockierte (Suttorp et al., 1993). Diese Beobachtungen waren
Anlass dafir, die Rolle von cAMP bei der Apoptose und deren Regulation in
Endothelzellen mit inhibierten Streptococci pneumoniae in HUVEC am Beispiel der
Caspase 6 und 9 zu untersuchen. Die intrazellulare cAMP-Erhéhung wurde in dieser
Studie Uber eine Blockade der cAMP-spezifischen Phosphodiesterase PDE 4 durch RP-

73401 und mit einer Aktivierung der Adenylatzyklase durch Forskolin, einem Diterpen
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aus Coleus forskohlii, erzielt. Die endotheliale Apoptose und die vorausgegangene
Caspase 6- und -9-Aktivierung nach Ré6x-Exposition konnten durch den erhdhten
cAMP-Spiegel signifikant reduziert werden. In einer Studie mit Neuroblastomazellen
hemmte eine cAMP-Erhéhung die Caspase-3-Aktivierung (Affaitati et al., 2003). In
Hepatozyten hingegen fihrte cAMP sowohl zur Hemmung der Caspase 3 als auch der
Caspase 9 (Webster et al., 2002). In einer anderen Studie zeigten Nishihara et al., dass
ein erhdéhtes cAMP eine CREB (cAMP-Responsive Element-Bindung)-Protein-
abhangige Zunahme der Expression des antiapoptotischen Proteins IAP-2 (Inhibitor of
Apoptosis) und eine Aktivierung von ERK1/2- und p38-MAP-Kinasen hervorruft. Dies
inhibiert die Apoptose in Kolonkarzinomzellen (Nishihara et al., 2004). Diese Theorie
kénnte far die hier beobachtete cAMP-bedingte Blockade der durch den S.pneumoniae
hervorgerufenen Apoptose relevant sein. Die Bedeutung der cAMP-bedingten PAK-
Phosphorylierung flr die Apoptose bleibt zu untersuchen.

4.6 Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die molekularen Kontrollmechanismen der
durch Streptococcus pneumonaie induzierten endothelialen Apoptose zu untersuchen.
Dazu wurden primar kultivierte humane Endothelzellen (HUVEC) mit Streptococcus
pneumoniae infiziert. AnschlieBend wurden verschiedene Merkmale in Bezug auf
Apoptose und deren Kontrollmechanismen quantifiziert. Wahrend die unbekapselten
Pneumokokken (R6x) zeit- und dosisabhangige Apoptose in HUVEC auslésten, fihrte
die Exposition gegeniiber bekapselten Stdmmen zu Nekrose. Die Deletion des
Pneumolysingens in R6x flhrte zu verminderter Apoptose. In apoptotischen
Endothelzellen waren vermehrte Caspaseaktivitdten nachweisbar und der
Pancaspaseinhibitor zVAD blockierte eine Pneumokokken-induzierte Apoptose. Ebenso
fuhrte die Erhdhung von cAMP zur Blockierung von Pneumokokken-induzierter
Apoptose. Die Pneumokokken-induzierte Apoptose der Endothelzellen reduzierte das
Bcl-2-Protein und induzierte eine AlF-Ausschittung sowie die Aktivierung der Caspasen
6 und 9. Pneumokokken aktivierten in Endothelzellen die p38-MAPK- und -JNK-Kinase.
Die chemische Inhibition der p38 (SB202190) oder JNK (SP600125) reduzierte
Pneumokokken-induzierte Apoptose, wahrend inaktive Kontrollsubstanzen ohne Effekt
waren. Die Kenntnis der Pneumokokken-bedingte Apoptose der Endothelzellen kénnte
signifikant zur Klarung der Pathogenitat von Pneumokokkenerkrankung beitragen.
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Diskussion und Zusammenfassung

Weiterfihrende Untersuchungen sind notwendig, um genauere Einblicke in das
komplexe Geschehen der Apoptose zu erlangen. So kénnen nicht nur neue potenzielle
Zielproteine zur Therapie von Erkrankungen gefunden, sondern auch grundlegende
biochemische und molekulare Mechanismen von Streptococcus pneumonaie in
Endothelzellen besser verstanden werden. Darlber hinaus sollten durch In-vivo-
Untersuchungen die Ergebnisse der In-vitro-Experimente vertieft werden.
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