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Abkurzungsverzeichnis

Das Abkurzungsverzeichnis enthalt keine gangigen Abkurzungen (usw., bzw., etc.) sowie SI

(Systeme International d unités) - Einheiten und deren Préfixe.
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ABSTRAKT

1 ABSTRAKT
Einleitung:

Respiratorische Viren wie Influenza sind regelmafige Erreger pulmonaler Infektionen, sie
werden vom angeborenen Immunsystem u.a. Uber die Toll-like Rezeptoren 3 (TLR3) sowie
TLR7 erkannt. Eine haufige Komplikation dieser viralen Infektionen ist die Pneumonie durch
Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae), welche mit einer erhéhten Morbiditat und
Mortalitdt einhergeht. Bei der Abwehr bakterieller Pneumonien ist das Chemokin IL-8 ein
wesentlicher Vertreter des angeborenen Immunsystems. Es steuert die Emigration von
Neutrophilen und deren Degranulation. Obwohl verschiedene Hypothesen formuliert wurden um
die erhdhte Vulnerabilitat der Lunge gegentber S. pneumonie nach viraler Infektion zu erklaren,
sind die zugrunde liegenden Mechanismen bislang nur unvollstdndig verstanden. Der lectin-like
oxidized low-density lipoprotein receptor-1 (LOX-1) ist verantwortlich fur die Aufnahme von
oxidierten low-density Lipoproteinen (oxLDL). Studien zeigen, dass eine molekulare Mimikry
von oxLDL und S. pneumoniae existiert und weisen auf LOX-1 als mdglichen Rezeptor fur S.

pneumoniae hin.

Methodik:

In allen Versuchen wurden bronchiale Epithelzellen (BEAS-2B-Zellen) als Lungenmodell
verwendet. Wir untersuchten die Auswirkungen von TLR3 (Poly I:C) und TLR7 Agonisten
(Resiquimod) auf die im Western blot gemessene LOX-1 Expression der Zellen. Mit Hilfe von
LOX-1-siRNA und LOX-1 Plasmid wurde an BEAS-2B-Zellen der Einfluss von LOX-1 auf die
Bindung von S. pneumoniae R6x mittels Adhasionsassay und Konfokalmikroskopie gepruft.
Das Bindungsverhalten von S. pneumoniae R6x wurde zudem nach Stimulation mit TLR3 und
TLR7 Agonisten ermittelt. Des Weiteren wurde ein mdoglicher Einfluss von LOX-1 auf die
Immunantwort ermittelt, indem BEAS-2B Zellen mit oder ohne LOX-1-siRNA Vorbehandlung mit
S. pneumoniae R6x infiziert wurden und die CXCL-8 (IL-8) Antwort mittels ELISA verglichen
wurde. AbschlieBend wurden im Western blot an chirurgisch gewonnenen, humanen
Lungenbioptaten die Auswirkungen einer Infektion mit einem Influenza Virus A auf die LOX-1

Expression getestet.

Ergebnisse:

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bronchiale Epithelzellen (BEAS-2B-Zellen) LOX-1

exprimieren und dieser als Adh&sionsrezeptor fur S. pneumoniae wirkt. Eine Aktivierung von
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TLR3 und TLR7 fuhrt dartiber hinaus an BEAS-2B-Zellen zu einer Expressionssteigerung von
LOX-1 Protein, hatte jedoch keine vermehrte Bindung der Pneumokokken an bronchiale
Epithelzellen zur Folge. Hinsichtlich einer immunmodulatorischen Komponente wiesen mit LOX-
1-siRNA vorbehandelte BEAS-2B-Zellen nach S. pneumoniae Infektion eine signifikant
reduzierte IL-8 Antwort auf. AbschlieRend offenbarten die humanen Lungenbioptate nach
Infektion mit Influenza ein gesteigertes LOX-1 Signal ex vivo.

Schlussfolgerung:

Indem LOX-1 die Adhasion von S. pneumoniae an bronchiale Epithelzellen erleichtert und
immunmodulatorisch wirkt, konnte dieser Rezeptor eine bedeutsame Funktion in der

Vermittlung der postviralen Pneumokokkenpneumonie einnehmen.
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2 ABSTRACT

Introduction:

Influenza and other respiratory viruses are recognized by innate immunity via pattern
recognition receptors, e.g. toll-like receptor 3 (TLR3) and TLR7. A common complication of
respiratory viral infections is pneumococcal pneumonia, which leads to increased rates of
morbidity and mortality. In bacterial pneumonia, IL-8 plays an important role as a chemokine
attracting neutrophils and supporting neutrophil degranulation. Although different hypotheses
exist to explain the interaction of viral and secondary bacterial pulmonary infection, the
underlying mechanisms remain unclear. The lectin-like oxidized low-density lipoprotein
receptor-1 (LOX-1) is responsible for uptake of oxidized low-density lipoproteins (oxLDL).
Interestingly, a molecular mimicry was shown between oxLDL molecules and S. pneumonia,

suggesting LOX-1 as a receptor for S. pneumonia.

Methods:

We used bronchial epithelial cells (BEAS-2B cells) for all experiments as a pulmonary model
and investigated via Western blot whether activation of TLR3 and TLR7 with their agonists Poly
I:C and Resiquimod influenced the level of LOX-1 expression. Furthermore, we compared
adhesion of S. pneumoniae R6x to BEAS-2B cells after pretreatment of cells with either LOX-1-
siRNA or LOX-1 plasmid using an adhesion assay and confocal microscopy. Adhesion of S.
pneumoniae R6x was again measured after pretreatment of cells with Poly I:C and Resiquimod.
Also, the influence of LOX-1 on immune response was evaluated with an ELISA kit by
comparing the CXCL-8 secretion of BEAS-2B cells with or without LOX-1-siRNA pretreatment
after infection with pneumococcus. Finally, we investigated the effect of infection of primary

human pulmonary tissue with Influenza Virus A on LOX-1 expression via Western blot.

Results:

We could demonstrate that human bronchial epithelium cells (BEAS-2B cells) express the
lectin-like oxidized lipoprotein receptor-1 (LOX-1) and that LOX-1 functions as an adhesion
receptor for S. pneumoniae R6x on BEAS-2B cells. Furthermore, after activation of TLR3 and
TLR7, expression of LOX-1 on BEAS-2B cells increase whereas adhesion of S. pneumoniae
R6x was not enhanced. Also, LOX-1 silencing significantly reduces the CXCL-8 response after
infection with S. pneumoniae R6x. On primary human lunge tissue, LOX-1 expression increases

after infection with Influenza A virus.

12



ABSTRACT

Summary:

Our results suggest that LOX-1 may play a relevant role in pneumococcal pneumonia after viral
infection by facilitating adherence of bacteria and modulating the immune response.
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3 EINLEITUNG

,Die Grippe verdammt, die Sekundarinfektionen toéten”, wird Louis Cruveilhier bereits im Jahre
1919, wahrend der Spanischen Grippepandemie, zitiert. Damals wurde erstmals beobachtet,
dass ein todlicher Synergismus von viralen Infektionen des oberen Respirationstraktes und
bakteriellen Superinfektionen existiert (Cruveilhier, 1919, Muir and Wilson, 1919). Speziell die
bakterielle Pneumonie nach Influenzainfektion ist fir eine hohe Mortalitdt verantwortlich
(McCullers, 2006). Unter den verursachenden Erregern wird Streptococcus pneumoniae (S.
pneumoniae) dabei eine Sonderrolle zuteil, da dieses Bakterium nicht nur der haufigste Erreger
der ambulant erworbenen Pneumonie ist, sondern auch bei bis zu 54% der postviralen
Pneumonien isoliert werden kann (Michelow et al., 2004).

Obwohl vereinzelte synergetische Effekte von viraler und bakterieller Infektion identifiziert
werden konnten, ist fast 100 Jahre nach Cruveilhiers Zitat weiterhin nur unvollstandig
verstanden, warum Infektionen respiratorischer Viren fir Pneumokokkenpneumonien
pradisponieren und welche molekularen Mechanismen S. pneumoniae dabei nutzt, um an
respiratorischem Epithel zu adhéarieren (Hament et al., 1999).

Vor dem Hintergrund sich haufender Influenzapandemien nimmt zum einen die Bedeutung
bakterieller Ko-Infektionen zu. Zum anderen gestaltet sich die Behandlung bakterieller
Sekundarinfektionen durch die global wachsende Antibiotikaresistenz langfristig komplizierter
(Dalhoff, 2012). Um Ansatzpunkte neuer Therapien formulieren zu kdnnen, ist deshalb ein
detailliertes Verstandnis der Mechanismen von Noten, welche nach einer viralen Infektion fur

bakterielle Infektionen pradisponieren (Mitchell and Mitchell, 2010).

3.1 Synergismus von Viren und Streptococcus pneumoniae

Die ausfihrlichsten Daten zu viral-bakterieller Interaktion bei Pneumonie liegen fir das
Influenza Virus vor. So konnten Morens et al. die von Louis Cruveilhier gemachten
Beobachtungen bestatigen, indem sie Autopsieproben von Opfern der Influenzapandemie des
Jahres 1918 erneut auf bakterielle Infektionen untersuchten. Es zeigte sich, dass pulmonale
Infektionen durch Bakterien eine Haupttodesursache wahrend der Influenzapandemie von 1918
darstellten (Morens et al., 2008). Auch eine postmortale Analyse von im Jahre 2009 an
Influenza A (H1N1) verstorbenen Personen ergab, dass bei 29% eine bakterielle Superinfektion
der Lunge vorlag (CDC, 2009). Patienten, die an einer pulmonalen Ko-Infektion von Influenza A
(HIN1) und Bakterien leiden, weisen zudem signifikant haufiger respiratorische Komplikationen
(erforderliche Beatmung, Pleuraerguss, ARDS) auf als jene, die ausschlieBlich an Grippe
erkrankt sind (Viasus et al., 2011). Entsprechend steigt die Letalitat im Falle einer Ko-Infektion
von 3 auf 9 Prozent (von Baum et al., 2011). In allen genannten Studien wurde S. pneumoniae

als haufigster Erreger einer Influenza-assoziierten, bakteriellen Pneumonie identifiziert.
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Doch auch im Zusammenhang mit anderen respiratorischen Viren tritt eine
Pneumokokkenpneumonie haufig auf. In einer taiwanesischen Studie Uber ambulant erworbene
Pneumonien wies ein Drittel der erkrankten Kinder eine viral-bakterielle Koinfektion auf. Das
Adenovirus stellte dabei noch vor Influenza, RSV und Parainfluenza den haufigsten viralen
Erreger dar, wahrend S. pneumoniae die Liste der bakteriellen Keime dominierte (Chen et al.,
2012). Der direkte Zusammenhang von Infektion mit respiratorischen Viren und
Pneumokokkenpneumonie konnte in einer randomisierten Doppelblindstudie dargestellt
werden. Diese zeigte, dass eine Pneumokokkenimpfung nicht nur die Anzahl der bakteriellen
Pneumonien gegeniber der Plazebogruppe signifikant reduzierte, sondern auch die Anzahl der
Virus-assoziierten Pneumonien. Konkret nahm die Haufigkeit der klinischen Diagnose
Pneumonie mit gleichzeitig nachgewiesener Virusinfektion, darunter das Respiratorische
Synzytial  Virus (RSV), Parainfluenza oder Adenovirus, bei Kindern nach
Pneumokokkenimpfung um fast ein Drittel ab (Madhi and Klugman, 2004). Die Autoren folgern
daraus, dass viele als ,Virus-assoziierte Pneumonie“ deklarierte Falle durch bakterielle Ko-
Infektionen hervorgerufen werden.

Diese Beobachtungen deuten auf Mechanismen viral-bakterieller Interaktion hin, welche einer
Vielzahl respiratorischer Viren gemein sind und die Entstehung einer Pneumonie durch S.

pneumoniae fordern.

3.2 Respiratorische Viren

Eine Reihe von Viren nutzt den direkten Kontakt der Lunge mit der Umwelt als Eintrittspforte in
den Menschen. Wahrend das Adenovirus meist Infektionen mit klinisch unkompliziertem Verlauf
verursacht, sind Paramyxoviridae wie RSV und Parainfluenza als Erreger respiratorischer
Erkrankungen bei Kindern gefirchtet. Bei Erwachsenen mit Vorerkrankung oder
immunkompromittiertem Status kann eine Infektion mit diesen Einzelstrang-RNA (ssRNA,
s.Tabelle 3-1) tragenden Viren jedoch ebenfalls letal enden (Lynch et al., 2011, Nair et al.,
2011, Hall, 2001).

Tabelle 3-1: Auswahl respiratorischer Viren, nach (Kayser, 2010)

Familie Gattung / Art Genom Hille
Orthomyxoviridae Influenza A (-) ssRNA, segmentiert ja
Paramyxoviridae Masern, RSV, Parainfluenza  (-) ssRNA, linear ja

- Adenovirus dsDNA, linear nein
Picornaviridae Rhinovirus (+)ssRNA, linear nein

3.2.1 Influenza A
Unter den respiratorischen Viren nimmt das Influenza A Virus eine Sonderstellung ein, da es

sowohl Erreger der regelmafigen Grippewellen als auch von unregelméRig auftretenden

Pandemien ist. Wirte sind vor allem der Mensch und Wildvidgel (Lagacé-Wiens et al., 2010,
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Clementi et al., 2012). Dem Influenza B Virus hingegen dient als Wirt nur der Mensch, weshalb
es zwar mitverantwortlich fir die saisonalen Grippewellen ist, jedoch nicht als
spezienubergreifendes Virus auftritt und damit kein hinreichendes Pandemiepotential besitzt
(Paul Glezen et al., 2013).

3.2.1.1 Mikrobiologie
Das der Familie der Orthomyxoviridae zugehorige Influenza A Virus tragt ein segmentiertes

Einzelstrang-RNA Genom (s. Tabelle 3-1) und lasst sich anhand von Unterschieden seiner
Oberflachenglykoproteine Hamagglutinin (HA) und Neuraminidase (NA) weiter subtypisieren.
HAs und NAs sind die primaren Antigene des Virus. Uber Punktmutationen im viralen Genom,
dem Antigendrift, wandeln sich diese immunogenen Proteine kontinuierlich und verhindern so
eine langfristige, kompetente Immunisierung der Wirte. Daneben existiert mit dem Antigenshift
die Moglichkeit, bei Infektion eines Wirtes mit zwei Influenzatypen, ganze Gensegmente
auszutauschen. Durch diese sogenannte Reassortierung z.B. aviarer und humaner
Influenzagene kénnen so neue, dem menschlichen Immunsystem unbekannte Influenzatypen

entstehen und eine Pandemie verursachen (Lagacé-Wiens et al., 2010).

3.2.1.2 Epidemiologie
In Deutschland konnten in der Wintersaison 2012/2013 insgesamt 66.176 labordiagnostisch

bestatigte saisonale Influenzainfektionen diagnostiziert werden. In 10.725 Fallen (16%) war eine
Hospitalisierung erforderlich (Buda S. et al., 2013). Die als Exzessmortalitdt bezeichneten
Influenza-assoziierten Todesfélle schwanken stark je nach Saison und lagen in den letzten 20
Jahren zwischen 0 (2010/2011) und 26.500 (1995/1996) pro Grippesaison (Buda S. et al.,
2012).

Die letzte Pandemie des Jahres 2009 mit dem Influenza A Virus (H1N1) hatte in Deutschland
mit 172.449 gemeldeten Einzel- und 250 Todesféllen einen milden Verlauf. Im Gegensatz zur
saisonalen Influenza erkrankten die Menschen friher im Jahresverlauf und es waren vermehrt

junge Personen ohne Vorerkrankungen unter den Betroffenen (Buda S. et al., 2010).

3.2.1.3 Infektion
Das Influenzavirus wird tiber Tropfcheninfektion verbreitet. Uber die Hamagglutinine H1, H2 und

H3, die bevorzugt an Sialinsauren humaner Zellen adharieren, invadiert das Virus das
respiratorische Epithel. Wahrend saisonale Influenzaviren grundsatzlich den oberen
Respirationstrakt, Trachea und Bronchien als Infektionsort bevorzugen, zeigt HSN1 einen
Tropismus gegeniuber Bronchiolen und Alveolen (Kuiken et al.,, 2012). Nach Adhasion und
Invasion ist die Neuraminidase entscheidend fiir die Sekretion intrazellular neu synthetisierter
Viruspartikel und beférdert so die Ausbreitung der Infektion. Wird das Virus schlief3lich von

Muster-erkennenden Rezeptoren (PRRs, pattern-recognition receptors, s. Kapitel 3.4.2)

16



EINLEITUNG

erkannt, fihrt dies zu einer proinflammatorischen Immunantwort sowie einer Nekrose

zilientragender Epithelzellen (Beigel, 2008, Lagacé-Wiens et al., 2010).

3.2.1.4 Kilinik und Diagnose
Nach einer Inkubationszeit von ein bis maximal vier Tagen ist ein pl6tzlicher Beginn von Fieber,

respiratorischen Symptomen (unproduktiver Husten, Rhinitis) und konstitutionellen Symptomen
(Myalgie, Abgeschlagenheit) typisch. Diese Krankheitszeichen haben meist eine Dauer von
zwei bis drei Tagen (Beigel, 2008). Aufgrund dieser unspezifischen Klinik sind die Anzlchtung
oder die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) zur Diagnosestellung einer Influenzainfektion nétig
(Monto et al., 2000).

3.2.1.5 Komplikationen und antivirale Therapie
Die héaufigste Komplikation einer Influenzainfektion ist die Pneumonie. Hierbei ist eine

sekundére bakterielle Pneumonie mit entsprechenden Auswirkungen auf Verlauf und Letalitat
der Infektion (s. Kapitel 3.1) von der rein viralen Influenza-Pneumonie zu unterscheiden. In
Deutschland kdonnen ca. 7 Prozent aller ambulanten Pneumonien auf eine Infektion mit
Influenza ohne bakterielle Superinfektion zurtickgefiihrt werden, die Letalitat betragt hier 3,2%
(s. Abbildung 3-1) (von Baum et al., 2011).

Daneben sind kardiopulmonale Vorerkrankungen ein Risikofaktor fur einen todlichen Verlauf
(Beigel, 2008). Entsprechend sollten vor allem Hochrisikopatienten und Erkrankte mit
kompliziertem Verlauf innerhalb von 24h nach Symptombeginn Neuraminidase-Inhibitoren (z.B.
Oseltamivir) erhalten. Die hohen Kosten und die Mdglichkeit der Resistenzselektion sprechen
jedoch gegen eine generelle antivirale Therapie (Schmidt, 2004). Die Wirksamkeit des

Praparates ist zudem weiterhin umstritten (Dobson et al., 2015).

3.2.1.6 Prophylaxe
Entscheidend in Pandemiesituationen ist, ob die saisonale Grippeimpfung das pandemische

Virus mitabdeckt oder nicht. Bezliglich der Pandemie 2009 war dies nicht der Fall. Es musste
ein neuer Impfstoff hergestellt werden, welcher in Studien eine Wirksamkeit von 68% bei
Personen Uber 14 Jahren erzielte (Buda S. et al., 2010).

Als Prophylaxe der saisonalen Influenza steht das jahrliche Vakzin zur Verfugung. Die Impfrate
liegt in Deutschland jedoch bei unter 30 Prozent, obwonhl die Influenzaimpfung als gut wirksam
eingestuft wird (Pletz et al., 2011b). Geimpfte Patienten erkranken u.a. signifikant seltener an
der Grippe und ihre Gesamtmortalitat ist im Vergleich zu ungeimpften Personen niedriger.
SchlieBlich ist das Risiko, an einer Pneumonie zu erkranken oder zu sterben, herabgesetzt
(Tessmer et al., 2011).
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3.3 Pneumonie

Die Pneumonie ist definiert als ,akute oder chronische Entziindung des Lungenparenchyms,
meist infektioser, seltener allergischer, chemischer oder physikalischer Genese® (Yap et al.,
2013). Sie ist die haufigste zum Tode fuhrende Infektionskrankheit in den Industrielandern und
belegt Platz eins der Todesursachenstatistik bei Kindern unter 5 Jahren weltweit (WHO, 2008).

Die infektiosse Pneumonie kann unterteilt werden in die ambulant erworbene Pneumonie
(community-acquired pneumonia, CAP) und nosokomial erworbene Pneumonie (hospital-

acquired pneumonia, HAP) (Grossman et al., 2005).
3.3.1 Ambulant erworbene Pneumonie

3.3.1.1 Definition

Definitionsgemal ist die ambulant erworbene Pneumonie eine akute Infektion des
Lungenparenchyms, die sich immunkompetente Patienten ohne Krankenhausaufenthalt im

zuruickliegenden Monat in der Offentlichkeit zugezogen haben (Hoffken et al., 2010).

3.3.1.2 Epidemiologie
Im Rahmen des bundesweiten Kompetenznetzwerkes CAPNETZ wird die seit 2001 ermittelte

Inzidenz der CAP in Deutschland auf bis zu 1010 Falle pro 100.000 Einwohner pro Jahr
beziffert. Besonders haufig erkranken Kinder unter 5 Jahren und Menschen tber 70 Jahren,
wobei Letztere 65% aller Erkrankten stellen (Pletz et al., 2011a).

Die Letalitat der hospitalisierten Patienten nimmt mit dem Alter zu und kann 14% erreichen
(Hoffken et al., 2010, Pletz et al., 2011a).

3.3.1.3 Erregerspektrum
Haufigster Erreger der ambulant erworbenen Pneumonie in Deutschland ist mit 40%

Streptococcus pneumoniae (s. Abbildung 3-1). Influenza A Viren werden bei bis zu 7% der
Patienten nachgewiesen. Die eindeutige Identifikation eines Erregers gelingt jedoch nur bei
circa einem Drittel der erkrankten Patienten (Welte and Kohnlein, 2009). Werden aufwendige
diagnostische Verfahren wie Feinnadelbiopsien angewendet und damit in 80% der Falle eine
Erregeridentifikation erreicht, kann S. pneumoniae bei zwei Drittel aller Erkrankten
nachgewiesen werden. Aufgrund dieser Beobachtungen ist davon auszugehen, dass ein
Grofdteil der Pneumonien mit fehlendem Erregernachweis ebenfalls auf eine

Pneumokokkeninfektion zurtickzufuhren ist (Pletz et al., 2011a)

3.3.2 Nosokomiale Pneumonie

Im Gegensatz zur CAP ist die nosokomial erworbene Pneumonie laut Definition eine

Lungenentziindung, welche friihestens nach 48 Stunden Krankenhausaufenthalt oder bis zu 14
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Streptococcus pneumoniae
Haemophilus influenzae
Mycoplasma pneumoniae
Influenza-A-Viren
Staphylococcus aureus
Escherichia coli

Legionella sp.

Klebsiella pneumoniae
Chlamydophila pneumoniae
Respiratorisches Synzytial Virus
Enteroviren
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Abbildung 3-1: Atiologie der ambulant erworbenen Pneumonie
Anteil aus Blut und Sputum identifizierter Erreger in Prozent bei Patienten mit CAP
(Welte and Kéhnlein, 2009)

Tage nach Entlassung auftritt (Ewig et al., 2010). Sie unterscheidet sich von der CAP im
Wesentlichen durch eine hohere Letalitat, ein abweichendes Erregerspektrum mit einem
groRBeren Anteil sowohl an gramnegativen Bakterien als auch an S. aureus und schlief3lich

durch ein erhéhtes Risiko multiresistenter Erreger (ATS, 2005).
3.3.3 Pneumokokkenpneumonie

3.3.3.1 Epidemiologie

Als  haufigster  Vertreter der ambulant erworbenen  Pneumonie nimmt die
Pneumokokkenpneumonie eine Sonderrolle ein. lhr fallen weltweit jedes Jahr mindestens 1-2
Millionen Kleinkinder zum Opfer. Die Zahl der Verstorbenen unter alten, immunkompromittierten
oder vorerkrankten Menschen Ubersteigt wahrscheinlich noch die Letalitat bei Kleinkindern (van
der Poll and Opal, 2009). In Deutschland liegt die Inzidenz der Pneumokokkenpneumonie bei
150 bis 670 pro 100.000 Einwohner pro Jahr (Pletz et al., 2011a).

Zu den Risikofaktoren einer invasiven Pneumokokkeninfektion zéhlen wu.a. Asplenie,
Alkoholismus, Diabetes mellitus, Alter Gber 65 Jahre, pulmonale Vorerkrankungen, Influenza-
und andere respiratorische Virusinfektionen sowie immunkompromittierende Erkrankungen wie
HIV (van der Poll and Opal, 2009). Man spricht von einer invasiven Pneumokokkeninfektion,
wenn S. pneumoniae aus einem eigentlich sterilen Kompartiment isoliert werden kann, wie z.B.
Liquor oder Blut (Lynch and Zhanel, 2010).

3.3.3.2 Kolonisation

Der Erreger der Pneumokokkenpneumonie, S. pneumoniae, wird per Tropfcheninfektion
Ubertragen und kolonisiert anschlieRend den Nasopharynx. Diese Kolonisation ist
altersabhangig und erreicht ihr Maximum von 55% bei dreijahrigen Kindern, bevor sich der

Anteil an Pneumokokkentrdgern bei Kindern Uber zehn Jahren um 8% einpendelt.
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Entsprechend stellen Kleinkinder den wichtigsten Vektor fur die horizontale Ausbreitung von S.
pneumoniae Stdmmen dar (Bogaert et al., 2004). Erwachsene sind zu 4-12% Trager eines S.
pneumoniae Stammes (Lynch and Zhanel, 2010).

3.3.3.3 Serotypen

Unter den bislang 91 beschriebenen Serotypen existieren Isolate mit besonders invasivem
Potential, welche als primare Pathogene fungieren, schnell zu einer invasiven
Pneumokokkeninfektion fihren und sogar lokal begrenzte Epidemien auslosen kdnnen (van der
Poll and Opal, 2009).

Auf der anderen Seite existieren Stamme mit geringem invasivem Potential und
opportunistischem Verhalten. Obwohl die Kolonisation in diesen Fallen meist asymptomatisch
verlauft, kann eine Abwehrschwache des Wirtes oder ein lokaler inflammatorischer Reiz, z.B.
eine Infektion mit respiratorischen Viren, die Konversion von stiller Besiedlung zu invasiver
Pneumokokkeninfektion bedingen (Bogaert et al., 2004).

3.3.3.4 Infektion

Gelangt S. pneumoniae durch Aspiration in die unteren Atemwege, kann dies zur Entstehung
einer Pneumokokkenpneumonie fihren (vgl. Abbildung 3-2). Unklar ist in Bezug auf die
Septikdmie, ob an erster Stelle die Pneumonie mit sukzessiver Blutstrominfektion steht, oder ob

Letztere bereits vor der Pneumonie besteht und diese verursacht (Dockrell et al., 2012).

3.3.3.5 Kilinik

Die Pneumokokkenpneumonie beginnt meist abrupt mit Schuttelfrost, Fieber, Husten und

Kurzatmigkeit. Im Verlauf entwickelt sich ein produktiver Husten mit purulentem Sputum, teils

Tropfcheninfektion
\%
Nasopharyngeale Log
% Besiedlung sty Sy,
(o
Alveoli .
Mittelohr
Pneumonie Blut Otitis media
Septikamie
Pleura | Meningen
Empyem Meningitis

Abbildung 3-2: Pathogenese verschiedener durch S. pneumoniae verursachte Erkrankungen
modifiziert nach Lynch and Zhanel, 2010
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begleitet von atemabh&ngigem Brustschmerz und zunehmender Dyspnoe. Unbehandelt kann
die Erkrankung innerhalb weniger Tage zu akutem respiratorischem Versagen, septischem
Schock, Multiorganversagen und Tod fiihren (van der Poll and Opal, 2009).

3.3.3.6 Diagnose

Die Diagnose einer Pneumokokkenpneumonie ist wie jede CAP Kklinisch nicht zuverlassig zu
stellen. Zur differentialdiagnostischen Abgrenzung gegentber anderen Erkrankungen der
unteren Atemwege wie akuter Bronchitis, Influenzainfektion oder akuter Exazerbation einer
COPD sollte unter Berucksichtigung des anamnestischen, klinischen (Rasselgerausch in der
Lungenauskultation) und laborchemischen Befundes auch im ambulanten Bereich eine
Thoraxrontgenaufnahme in zwei Ebenen durchgefiihrt werden mit der Frage nach Infiltrat
(Hoffken et al., 2010).

3.3.3.7 Risikoklassen und CRB-65 bzw. CURB-65

Liegt ein pneumonisches Infiltrat vor, muss zunachst geklart werden, ob eine stationare
Einweisung erforderlich ist. Neben der Berucksichtigung von Komorbiditdten und anderen
Begleitumstanden kann die Schweregradeinschatzung z.B. mittels CRB-65 Score als
Orientierung dienen (Pletz et al., 2011a) (s.Tabelle 3-2). Die Gesamtpunktzahl des CRB-65
errechnet sich aus der Addition der Punkte aus den beim Patienten vorhandenen Kategorien
und korreliert mit der Sterblichkeit (Bauer et al., 2006). Dadurch entstehen drei Risikoklassen
oder Schweregrade: Leichte CAP (Letalitat<1%) bei 0 Punkten, mittelschwere CAP (circa 10%
Letalitat) bei 1-2 Punkten und schwere CAP (Letalitat 25-35%) bei 3-4 Punkten (Hoffken et al.,
2010).

Der CURB-65 beinhaltet als weiteres Kriterium den Harnstoffspiegel (Urea), welcher bei Uber
7mmol/l einen zusétzlichen Punkt ergibt. Es ergeben sich die drei folgenden Risikoklassen:
Leichte CAP (0-1 Punkte), mittelschwere CAP (2 Punkte) und schwere CAP (3-5 Punkte). In
Vergleichsstudien erzielten beide Scores anndhernd identische Ergebnisse beziglich der

Risikostratifizierung (Lim et al., 2003).

Tabelle 3-2: CRB/CURB-65 Score der British Thoracic Society

Englisch Deutsch Erlauterung Punkte
Confusion Verwirrung bei alten Patienten evtl. einziges Symptom 1

Urea Harnstoff >7mmol/| 1
Respiratory Rate Atemfrequenz definiert als Atemfrequenz >30/min 1
Blood pressure Blutdruck <90mmHg systolisch 1

Age Alter 265 Jahre 1*

*Alter Uber 65 ergibt nur in Kombination mit einem weiteren Kriterium einen Punkt
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3.3.3.8 Mikrobiologische Diagnostik

Je nach Risikoklasse der CAP kdnnen als mikrobiologische Diagnostik im Verlauf Blutkulturen,
Sputum bzw. Trachealsekret, Thorakozentese oder eine bronchoalveolare Lavage
herangezogen werden. Die Anwendung des Antigentests auf S. pneumoniae im Urin wird in den
aktuellen Leitlinien nicht vorgeschrieben, da Pneumokokken durch das Spektrum der
kalkulierten Antibiose abgedeckt werden und zudem stets die Mdglichkeit einer polymikrobiellen
Infektion besteht (Hoffken et al., 2010).

3.3.3.9 Therapie

Die empirische Therapie richtet sich ebenfalls nach dem Schweregrad, da der Erreger der
Pneumonie initial unbekannt ist. Vereinfacht dargestellt, kbnnen Patienten mit leichter CAP
ambulant mit Penicillinderivaten behandelt werden, Patienten mit mittelschwerer CAP sollten
stationar eine Ampicillin / Inhibitorkombination ggf. plus Makrolid erhalten. Bei Patienten mit
schwerer CAP auf der Intensiv- oder Uberwachungsstation scheint eine Kombination aus Beta-
Laktamantibiotikum und Makrolidantibiotikum einer Monotherapie Uberlegen (Welte, 2010).

Antibiotikaresistenzen spielen in Deutschland bei der Behandlung der Pneumokokken-
pneumonie derzeit eine untergeordnete Rolle. Im Falle einer Makrolidmonotherapie sollte bei
fehlendem Ansprechen nach zwei bis drei Tagen die Moglichkeit einer Infektion mit
makrolidresistenten Pneumokokken in Betracht gezogen werden, da 20% der Pneumokokken
eine derartige Resistenz aufweisen (Pletz et al., 2011a). Es ist zudem — z.B. bei positiver
Reiseanamnese — zu beachten, dass in Ladndern wie Spanien und Griechenland bis circa 30%
der S. pneumoniae Stdmme eine Penicillinresistenz aufweisen und auch die Makrolidresistenz

hoher zu veranschlagen ist (Woodhead, 2002).

3.3.3.10 Prophylaxe

Um einer Pneumokokkenpneumonie oder anderen durch eine S. pneumoniae Infektion
verursachten Erkrankungen vorzubeugen, stehen zwei Impfungen zur Verfigung.

Zum einen die 23-valente Polysaccharidimpfung (PPV23) fiir Erwachsene Uber 60 Jahre sowie
Personen ab funf Jahren mit Risikofaktoren. Die Wirksamkeit des Polysaccharidimpfstoffes ist
allerdings umstritten. Eine Metaanalyse aus dem Jahr 2009 kommt zu dem Ergebnis, dass
PPV23 weder in der Zielgruppe mit erhohter Infektionsgefahr noch in gesunden Populationen
Pneumonien zu verhindern mag (Huss et al., 2009).

Zum anderen existiert ein 7-valenter Konjugatimpfstoff (PCV-7) fur Kinder unter zwei Jahren,
welcher die Serotypen 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F und 23F umfasst und in US-amerikanischen
Studien einen Rickgang invasiver Pneumokokkeninfektionen um 82% zur Folge hatte (CDC,

2008). Neben dem direkten protektiven Effekt konnte durch die Immunisierung von
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Kleinkindern, dem Hauptvektor fur die Ubertragung invasiver Pneumokokkeninfektionen, zudem
eine Herdimmunitat erreicht werden (Musher, 2006).

2006 wurde PCV-7 in Deutschland von der Standigen Impfkommission (STIKO) in den
Impfkalender aufgenommen und allen Kindern unter 2 Jahren als Standardimpfung empfohlen
(RKI, 2006). Nachdem erste Studien zeigten, dass die Anzahl an invasiven
Pneumokokkenerkrankungen durch nicht in PCV-7 enthaltene Serotypen seit Einfuhrung der
Impfung zugenommen hatten (Hicks et al., 2007), wurde 2010 ein neuer, 13-valenter
Konjugatimpfstoff fir Kinder eingefuhrt. Dieser enthélt auch den problematischen Serotyp 19A,
welcher vermehrt Resistenzen gegeniber einigen Antibiotika entwickelt hat (Huang et al., 2005,
Pletz et al., 2011b). In einer Studie an ca. 85.000 Erwachsenen Uber 65 Jahre konnte zwar ein
Schutz vor einem invasiven Verlauf der Pneumokokkenpneumonie gezeigt werden, die Zahl der
an Vakzinserotypen oder allgemein Pneumokokkeninfektion Verstorbenen unterschied sich
zwischen Verum- und Plazebogruppe jedoch nicht (Bonten et al., 2015). Neue Erkenntnisse
Uber die molekularen Mechanismen der durch S. pneumoniae verursachten Pneumonie sind

daher notwendig, um innovative Therapieansatze entwickeln zu kénnen.

3.3.4 Streptococcus pneumoniae
S. pneumoniae ist ein circa 1 ym grof3es, aerophiles, gram-positives Bakterium, das 1881 von

Georg Miller Sternberg und Louis Pasteur erstmals
beschrieben wurde (Flaumenhaft and Flaumenhaft, 1993). Es
ist in Kettenform oder als charakteristisch lanzettférmiger
Diplokokkus in Kklinischen Isolaten, z.B. Sputumproben,
nachweisbar (Coonrod, 1989) (s.Abbildung 3-3).

Neben der Pneumokokkenpneumonie kann eine Infektion mit ﬁ :

S. pneumoniae u.a. Erkrankungen wie akute Otitis media, Abb”d'ung 3.3:

Elektronenmikroskopisches Bild
von S. pneumoniae
(www.ecuadorciencia.org)

Meningitis oder Sepsis hervorrufen (s.Abbildung 3-2).

3.3.4.1 Virulenzfaktoren
S. pneumoniae besitzt eine Vielzahl an Virulenz- oder Pathogenitatsfaktoren, welche seine

krankmachende  Wirkung bestimmen. Unterschiedliche Serotypen kdnnen dabei
unterschiedliche Virulenzfaktoren besitzen. Diese Faktoren dienen dem Bakterium zur
Adhasion, Kolonisation und Invasion des Wirtes. In der komplexen Interaktion zwischen
Bakterium und menschlichem Immunsystem sind die Virulenzfaktoren einerseits Inhibitor
verschiedener Wirtsmechanismen zur Abwehr einer Infektion von S. pneumoniae. Andererseits
wird eine Immunantwort erst durch die Erkennung charakteristischer Strukturen der

Virulenzfaktoren aktiviert (van der Poll and Opal, 2009).
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- Polysaccharidkapsel

Den bedeutendsten Virulenzfaktor stellt nach wie vor die Polysaccharidkapsel dar. Sie
erschwert die mechanische Entfernung von S. pneumoniae durch Mukus und mindert die
Exposition gegeniber Antibiotika. Vor allem aber schitzt sie durch raumliche Trennung von
Komplementfaktor C3b und Bakterium vor der Komplement-vermittelten Opsonophagozytose
bei Invasion (Kadioglu et al., 2008).

-  PAMPs

Die bakteriellen Zellwandkomponenten wie Peptidoglykane, Teichon- und Lipoteichonsauren
werden zu den Pathogen-assoziierten molekularen Mustern (pathogen-associated molecular
patterns, PAMPSs) gezahlt und durch Rezeptoren des angeborenen Immunsystems erkannt (s.
Kapitel 3.4.1) (Mizgerd, 2008).

Pneumolysin
Daneben existiert das Exotoxin Pneumolysin, welches als Porenbildner zytotoxische Wirkung

besitzt, die ziliare Aktivitdt der bronchialen Epithelzellen inhibiert und Uber eine Toll-like

Rezeptor 4 Interaktion an der Inflammationsvermittlung beteiligt ist (Mitchell and Mitchell, 2010).

- Virulenz-assoziierte Oberflachenproteine

Des Weiteren besitzt S. pneumoniae zahlreiche Virulenz-assoziierte Oberflachenproteine, die
sich in vier Gruppen einteilen lassen: Cholin-bindende Proteine (CBPs), Lipoproteine, Proteine
mit einem LPxTG Motiv und Proteine, die keiner bestimmten Klasse zuzuordnen sind
(Bergmann and Hammerschmidt, 2006). In Tabelle 3-3 ist eine Ubersicht bedeutender Vertreter

der Gruppen dargestellt.

Tabelle 3-3: Ausgewahlte Oberflachenproteine von S. pneumoniae

Kategorie Vertreter Funktion
Cholin-bindende Proteine PspA hemmt den klassischen und alternativen Weg der
Komplementaktivierung
PspC (=ChpA) bindet an pIgR und ist so an Transzytose beteiligt
Lipoproteine PsaA bindet an E-Cadherin
LPXTG Motiv Neuraminidase spaltet terminale Zucker der Wirtszellen und
kénnte so Adhéasionsrezeptoren freilegen
Nicht klassifizierbar PavA bindet an Fibronectin
Enolase bindet an Plasminogen

Psp — Oberflachenprotein von S. pneumoniae, Cbp - Cholin-bindendes Protein, Psa — Oberflachenadhasin von S. pneumoniae, Pav
- Pneumokokkus Adhésion u. Virulenz, plgR - polymerer Immunoglobulinrezeptor. Modifiziert nach (Kadioglu et al., 2008).

Zwei Oberflachenproteinen konnten bereits Rezeptoren zugeordnet werden: Das pneumococcal
surface protein C (PspC) adhariert an den polymeren Immunoglobulinrezeptor (plgR) und
ermoglicht S. pneumoniae durch die folgende Transzytose die Uberwindung der epithelialen

Barriere (Zhang et al., 2000). Das pneumococcal surface adhesin A (PsaA) hingegen
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plgR PAFr E-C Epithelzelle
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#

Abbildung 3-4: Adhasionsfdordernde Oberflachenproteine von S. pneumoniae

(nach Bergmann und Hammerschmidt, 2006)

PCho — Phosphorylcholin, PsaA — Pneumokokkus Oberflaichenadhasin A, PspC — Pneumokkusoberflichen-
protein C, E-C — E-Cadherin, plgR — polymerer Immunglobulinrezeptor, PAFr — platelet-activating factor receptor

beginstigt durch Adhasion an E-Cadherin die Kolonisation und die anschlieBende perizellulare
Invasion (s. Abbildung 3-4) (Anderton et al., 2007, Attali et al., 2008).

- Phosphorylcholin

Eine besondere Oberflachenstruktur stellt das Phosphorylcholin (PCho) der Zellwand dar. Es
bindet CBPs wie PspC uber ihre Cholin-bindende Domane nicht-kovalent an die Zellwand und
wird Uber das C-reaktive Protein (CRP) vom angeborenen Immunsystem erkannt. Zudem
unterstiitzt Phosphorylcholin die bakterielle Invasion. Es dient dem platelet-activating factor
receptor (PAFr) als Ligand und ermdglicht dadurch S. pneumoniae die transzellulare Migration
(Kadioglu et al., 2008, Cundell et al., 1995). PAFr wurde als erster Rezeptor herangezogen, um
eine mogliche Interaktion von viraler Erkrankung und S. pneumoniae zu erklaren (s. Kapitel
3.5.3) (McClullers and Rehg, 2002).

Die Virulenzfaktoren sind entscheidende Werkzeuge um S. pneumoniae die Infektion zu
ermdglichen. lhnen steht dabei ein komplexes System aus humoralen Faktoren, Zellen und

Rezeptoren gegeniber — das Immunsystem.

3.4 Pulmonale Abwehrmechanismen

Obwohl die Hauptaufgabe der Lunge der Gasaustausch ist, nimmt sie als Grenzflache zwischen
der Umwelt und dem Wirt eine besondere Rolle in der Abwehr von Pathogenen ein. Neben dem
Hustenreflex, der mukoziliaren Clearance und dem mechanischen Effekt der Epithelbarriere soll
vor allem das Immunsystem die Lunge vor Infektionen bewahren (Strieter et al., 2003).

Die Immunitat lasst sich in zwei miteinander kommunizierende Systeme einteilen: Das
angeborene und das erworbene Immunsystem. Wahrend das phylogenetisch Aaltere,
angeborene Immunsystem keine Antigenspezifitdt besitzt, zeichnet sich das erworbene
Immunsystem durch die spezifische Erkennung fremder Antigene, eine immunologische

Gedéachtnisfunktion und pathogen-spezifische Adapterproteine aus. Bei der Ausibung dieser
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sich erst im Laufe eines Lebens entwickelnden Funktionen ist das erworbene Immunsystem von
der Aktivierung durch das angeborene Immunsystems abhangig (Janeway and Medzhitov,
2002).

3.4.1 Angeborene Immunitat

Um Pathogene abwehren zu kénnen, muss der Wirt diese erkennen und anschliel3end eine
zielgerichtete Abwehrreaktion ausfihren. Das angeborene Immunsystem identifiziert
Mikroorganismen uber eine begrenzte Zahl von Keimbahn-kodierten, Muster-erkennenden
Rezeptoren (pattern-recognition receptors, PRRs). Es existieren verschiedene Klassen von
PRRs, denen jedoch gemeinsam ist, dass sie hochkonservierte mikrobielle Strukturen
erkennen, sogenannte pathogen-associated molecular patterns (PAMPs, s. Kapitel 3.3.4.1)
(Janeway and Medzhitov, 2002). Dazu zahlen u.a. Lipoteichonsauren und Peptidoglykane der
bakteriellen Zellwand, aber auch virale RNA. Je nach Rezeptorklasse werden unterschiedliche
PAMPs erkannt und spezifische Signhalkaskaden aktiviert. Diese minden lber die Freisetzung
von Zytokinen und Beeinflussung der Zellfunktion in einer charakteristischen Immunantwort
(Akira et al., 2006).

Zu den Zellen der angeborenen Immunitat werden Monozyten und Makrophagen,
Granulozyten, Natdrliche Killerzellen (NK-Zellen) sowie Mastzellen und dendritische Zellen
(DCs) gezahlt (Lacy and Stow, 2011).

3.4.2 Pattern-Recognition Receptors, PRRs

Die PRRs kommen in drei verschiedenen Kompartimenten vor: membranstandig, zytosolisch
und als sekretorischer Bestandteil der Korperflissigkeiten.

Die membranstandigen Rezeptoren werden durch die Toll-like Rezeptoren reprasentiert (TLRS).
Ihre Aktivierung durch Erkennung von PAMPs flhrt Gber spezifische Signalwege zur Sekretion
verschiedener Chemo- und Zytokine sowie antimikrobieller Peptide (AMPs). Neben der daraus
resultierenden Aktivierung von Neutrophilen und Makrophagen wird tber die induzierte Reifung
dendritischer Zellen das erworbene Immunsystem in die antimikrobielle Abwehr involviert
(Kawai and Akira, 2011).

Ebenfalls zur Gruppe der membranstdndigen Rezeptoren z&hlen die Scavenger-Rezeptoren
(SR). Von vielen Zelltypen exprimiert, kdnnen sie eine Reihe unterschiedlichster Liganden wie
Bakterien oder apoptotische Zellen internalisieren und werden zunehmend als wichtiger
Bestandteil der angeborenen Immunitat betrachtet (Peiser et al., 2002).

Die zytosolischen PRRs setzen sich u.a. aus den nucleotide-binding and oligomerization
domain (NOD)-like receptors (NLRs) und den retinoic acid-inducible gene | (RIG-I)-like
receptors (RLRs) zusammen. NLRs erkennen bakterielle und virale PAMPs im Zytosol,

wahrend RLRs vor allem mit viraler RNA interagieren (Mizgerd, 2008).
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Beispiele sezernierter PRRs sind das CRP sowie das Mannan-bindende Lektin (MBL). Beide
gehoren der Klasse der Akute-Phase Proteine an und werden in der Leber synthetisiert.
Wahrend CRP an das Phosporylcholin (PCho) bakterieller Zellw&nde bindet und den
klassischen Weg des Komplementsystems aktiviert, erkennt MBL mikrobielle Kohlenhydrate
und aktiviert den Lektinweg (vgl. Phosphorylcholin, Kapitel 3.3.4.1) (Kadioglu et al., 2008,
Medzhitov and Janeway, 2000).

3.4.2.1 Toll-like Rezeptoren

TLRs werden von verschiedenen Immunzellen wie Makrophagen, dendritischen Zellen und B-
Lymphozyten, aber auch Fibroblasten und Epithelzellen exprimiert. TLRs bestehen aus einer
Ektodoméane mit Leucin-reichen Wiederholungen zur PAMP Erkennung, an die sich eine
Transmembrandoméne anschliel3t, welche in eine zytosolische Toll-IL-1 Rezeptor (TIR)
Domaéne ubergeht. Die TIR ist fur die Aktivierung der nachgeschalteten Signalwege zustandig.
Uber verschiedene Adapterproteine wie MyD88 (myeloid differentiation primary response gene
88) und TRIF (TIR domain-containing adaptor-inducing IFN-) erfolgt eine Verstarkung der
Signalkaskade, welche schlie3lich zur Aktivierung von NF-kB (nuclear factor 'kappa-light-chain-
enhancer' of activated B-cells) und / oder IRF3/7 (interferon regulatory factor) und damit zur
Einleitung einer Immunantwort fihrt (Kawai and Akira, 2011).

Bislang konnten zehn verschiedene humane TLRs identifiziert werden. TLR1, 2, 4, 5, 6 und 10

Plasmamembran

r N

Endosom
) Lipopeptide /
K % TLR2
TR 3 Virale dsRNA Lipoteichonsduren

- |

TLR6

TLR7/8 <§ Virale ssRNA

DNA mit CpG- TLR 5 Flagellin
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Abbildung 3-5: Ubersicht der Toll-like-Rezeptoren und ihrer Liganden.

Die Toll-like Rezeptoren (TLR) 1 und 6 liegen jeweils mit TLR2 in der Plasmamembran als Dimer vor und
erkennen Lipopeptide und Lipoteichonsauren. Ebenfalls dort lokalisiert sind TLR5, welcher bakterielles Flagellin
erkennt, und TLR4, der Lipopolysaccharide und Pneumolysin zu seinen Liganden zahilt.

Im Endosom erkennt TRL3 virale Doppelstrang-RNA (dsRNA), TLR7/8 Einzelstrang-RNA (ssRNA) und TLR9
Cystin- und Guaninreiche DNA-Motive (CpG-Motiv). Modifiziert nach (Hippenstiel et al., 2006).
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befinden sich in der Zellmembran, wahrend TLR3 und 7-9 von endosomalen Membranen
beherbergt werden (s. Abbildung 3-5).

Die TLRs der Zellmembranen erkennen unterschiedliche PAMPs, darunter Lipoproteine (TLR1,
TLR2 und TLR6), Lipopolysaccharide und Pneumolysin (TLR4) (Koppe et al., 2011).
Endosomale TLRs hingegen erkennen primér virale RNA (TLR3, TLR7 und TLR8) sowie DNA
mit CpG-Motiv (TLR9). Durch ihre Lokalisation kdnnen sie virale Nukleinsauren identifizieren,
die von Zellen nach Infektion, Apoptose und Phagozytose im Milieu des Endosoms freigegeben
wurden. Zudem werden viele behlllte Viren durch ein Endosom aufgenommen und kénnen so
mit endosomalen TLRs in Kontakt treten (Akira et al., 2006). Die Gemeinsamkeit der Viren-
erkennenden TLRs besteht in der Freisetzung von Interferonen der Klasse |, die die antivirale
Immunantwort des Wirtes einleiten (Kawai and Akira, 2011).

- TLR3

TLR3 erkennt virale Doppelstrang-RNA (dsRNA). Da Viren mit Einzelstrang-RNA (ssRNA) wie
Influenza bei der Replikation temporar dsRNA produzieren, kénnen auch diese einen Ligand fur
TLRS3 darstellen. Lokalisiert ist TLR3 primar im Endosom, wobei jedoch Ausnahmen existieren:
In humanen Fibroblasten z.B. befindet sich dieser Rezeptor an der Zelloberflache (Vercammen
et al., 2008, Jacobs and Langland, 1996).

Erkennt TLR3 dsRNA oder Poly I:C, ein synthetisches dsRNA-Analogon, kommt es uber die
Aktivierung von TRIF und Zwischenschaltung weiterer Proteine zur Translokation von NF-kB
bzw. IRF3 in den Nukleus. Dies fuhrt zur Sekretion inflammatorischer Zytokine und Interferone
der Klasse | (s.Abbildung 3-6) (Ren et al., 2011).

Die Rolle von TLR3 bei viralen Infektionen stellt sich kontrovers dar. Einerseits verhindert TLR3
bei einer pulmonalen Infektion mit dem Respiratorischen Synzytial Virus (RSV) die Entwicklung
einer pathologischen Ausbreitung des Virus. Auf der anderen Seite haben M&ause, deren Lunge
mit einem Influenza A Virus inkubiert wird, einen Uberlebensvorteil, wenn sie TLR3 nicht
exprimieren kdnnen (Groskreutz et al., 2006, Le Goffic et al., 2006). Neben seinen unvollstandig
verstandenen Funktionen im Rahmen der angeborenen Immunitét, hat TLR3 als Ko-Rezeptor
von CD8+ T-Lymphozyten auch Einfluss auf das erworbene Immunsystem (Vercammen et al.,
2008).

- TLR7
TLRY ist ein Rezeptor fur virale Einzelstrang-RNA (ssRNA). In konventionellen dendritischen
Zellen (cDCs) erkennt er jedoch auch RNA phagozytierter Streptokokken der Gruppe B
(Mancuso et al.,, 2009). Wie TLR3 ist TLR7 im Endosom lokalisiert. Seine Expression ist
besonders in plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDCs) ausgepragt (Kawai and Akira, 2010).
Nach Aktivierung von TLR7 durch ssRNA oder Resiquimod, einem synthetischen Agonisten der

Toll-like Rezeptoren 7 und 8, wird uber das Adapterprotein MyD88 und nachgeschaltete
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Abbildung 3-6: Signaltransduktion der endosomalen Toll-like Rezeptoren 3 und 7

TLR3 erkennt virale Doppelstrang-(ds)-RNA. Uber TRIF (TIR domain-containing adaptor-inducing IFN-B) sowie
NF-kB und IRF3 (interferon-regulatory factor) werden inflammatorische Zytokine bzw. Typ | Interferone in
Makrophagen (MP) und konventionellen dendritischen Zellen (cDC) induziert. TLR7 erkennt virale Einzelstrang-
(ss)-RNA und veranlasst tiber MyD88 (myeloid differentiation primary response gene 88) und IRF7 exklusiv die
Induktion von Typ | Interferonen in plasmazytoiden DCs (pDCs). Via MyD88 und NF-kB erfolgt die Freisetzung
inflammatorischer Zytokine in MPs, cDCs und pDCs. Modifiziert nach (Kawai and Akira, 2011).

Signalmolekiile die Translokation von NF-kB in den Nukleus veranlasst. Dort initiiert NF-kB die
Sekretion inflammatorischer Zytokine (Hemmi et al., 2002, Jurk et al., 2002).

In pDCs aktiviert TLR7 nach der Erkennung von Liganden neben NF-kB exklusiv zusatzlich
IRF7, und fUhrt so zur Induktion von Interferonen der Klasse | (s.Abbildung 3-6) (Reizis et al.,
2011). Es wird angenommen, dass TLR7 in pDCs als eine Art Reserverezeptor fur die
Erkennung viraler RNA dient, sollte ein Virus die zytosolischen PRRs von Makrophagen und
cDCs unerkannt passiert haben (Kawai and Akira, 2011).

3.4.2.2 Scavenger Rezeptoren und LOX-1

- Scavenger Rezeptoren

Die Scavenger Rezeptoren (SRs, engl. scavenger Aasfresser) stellen eine Gruppe von
strukturell unterschiedlichen Glykoproteinen dar und werden vornehmlich von Makrophagen,
dendritischen Zellen und bestimmten Endothelzellen exprimiert. Zu den Liganden gehdren
Zelltrtmmer, apoptotische Zellen, grampositive wie gramnegative Bakterien, aber auch low-
density lipoproteins (LDL) des Fettstoffwechsels (Dunn et al., 2008).

Nach bisherigen Erkenntnissen fungieren SRs als wichtige, Phagozytose vermittelnde
Rezeptoren und wirken als Ko-Rezeptoren fir bestimmte TLRs immunmodulatorisch. SR-
defiziente Mause sind entsprechend anfalliger fur Infektionen durch eine Vielzahl an Bakterien.
Zwei SR-Typen, SR-A und MARCO, konnten dabei als Phagozytoserezeptoren fiur S.
pneumoniae identifiziert werden. Auf der anderen Seite nutzen Mikroorganismen wie das
Hepatitis C Virus und Plasmodium falciparum SRs als Eintrittspforte in den Wirt (Areschoug and
Gordon, 2009).
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- LOX-1

Der lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1 (LOX-1) wurde 1997 als Rezeptor
beschrieben, der oxidierte LDL (oxLDL) bindet und internalisiert (Sawamura et al.). Er wird u.a.
auf Endothel, glatten Muskelzellen und Makrophagen aber auch Neutrophilen exprimiert (Wu et
al., 2011). Des Weiteren wurde Kkirzlich seine Expression auf bronchialen Epithelzellen
beschrieben (Dieudonne et al., 2012). LOX-1 ist ein 50kDa groRRes, transmembranes
Glykoprotein aus 273 Aminosauren, das in drei Domanen aufgeteilt ist: Eine zytoplasmatische
N-terminale ist mit der transmembranen Domane verbunden, an die sich eine extrazellulare, C-
terminale, Lektin-&hnliche Doméne anschlief3t, welche Liganden bindet (Ogura et al., 2009).
Als oxLDL Rezeptor riickte LOX-1 primér in den Fokus der Atheroskleroseforschung. Weitere
Liganden wie apoptotische Zellen, Phospholipide aber auch grampositive Bakterien wurden
identifiziert (Oka et al., 1998, Shimaoka et al., 2001). Zahlreiche Faktoren, darunter oxLDL und
TNF-a (Tumor-Nekrose-Faktor a), konnten als Induktoren der LOX-1 Expression ausgemacht
werden. Interessant ist, dass auch das Herpes simplex Virus eine expressionssteigernde
Wirkung hat (s.Tabelle 3-4) (Dunn et al., 2008).

Tabelle 3-4: LOX-1 induzierende Faktoren und zugehdrige Zelllinie

Induktor Zelllinie Referenz

TNF-a BAEC (Kume et al., 1998)
Scherkréfte BAEC (Murase et al., 1998)
Lipopolysaccharide BAEC (Nagase et al., 1998)
oxLDL BAEC (Aoyama et al., 1999)
TGF-3 BAEC, BASMC (Minami et al., 2000)
Herpes simplex Virus ECV-304 (Chirathaworn et al., 2004)
TNF-a 16 HBE (Dieudonne et al., 2012)

Die proatherogenen und proinflammatorischen Eigenschaften von LOX-1 lassen sich wie folgt
zusammenfassen: Nach Adhasion und Internalisation von oxLDL via LOX-1 erfolgt eine
Aktivierung der NADPH-Oxidase, welche in der Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies
(reactive oxygen species, ROS) mindet. Diese beférdern die Atheroskleroseentstehung auf drei
Arten: (1) In die Intima eingeschlossene LDL werden durch ROS zu oxLDL oxidiert, eine
Grundvoraussetzung fur die Entstehung von Schaumzellen. (II) ROS inaktivieren Stickstoffoxid,
das als Vasodilatator der Plaqueformation entgegenwirkt. (ll) Uber die ROS-vermittelte
Aktivierung von NF-kB adharieren Monozyten und reifen nach der Einwanderung in die Intima
zu Makrophagen, die an der Phagozytose von oxLDL zu Grunde gehen und so die
Plagueformation unterstitzen. Die ebenfalls NF-kB vermittelte Einleitung apoptotischer
Prozesse beftrdert die Ausbildung nekrotischer Areale und erhoht so das Risiko einer
Plagueruptur (Dunn et al., 2008).

Der Ausgangspunkt dieser atherogenen Reaktionen liegt in der Internalisierung von oxLDL

durch LOX-1 in Intima bzw. Makrophagen. Durch einen gegen oxidierte Phospholipide bzw.
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oxidierte Lipoproteine gerichteten monoklonalen Antikorper kann die Erkennung und
Internalisierung von oxLDL durch LOX-1 inhibiert werden. Das entscheidende Epitop, gegen
welches diese anti-oxLDL Antikérper gerichtet sind, ist Phosphorylcholin (Horkko et al., 1999,
Caligiuri et al., 2007).

In Kapitel 3.3.4.1 wurde Phosphorylcholin (PCho) bereits als Bestandteil der Zellwand von S.
pneumoniae erwéhnt (s. Abbildung 3-4). Damit teilen sich der Ligand von LOX-1, namlich
oxLDL, und S. pneumoniae ein Epitop. Die Beobachtung, dass Mause, die eine S. pneumoniae
Impfung erhalten haben, eine geringere Progredienz atherosklerotischer Lasionen aufweisen,
zeigt auf, dass eine molekulare Mimikry zwischen dem PCho des Pneumokokkus und dem
PCho der oxLDL existiert (Binder et al., 2003). Auch das gegen PCho gerichtete CRP (s.
Kapitel 3.3.4.1) bindet sowohl an S. pneumoniae als auch an oxLDL, wie in Abbildung 3-7
dargestellt (Szalai et al., 1995, Chang et al., 2002).

ExEress_iun der Abwehr der angeborenen
PC Epitope Immunitit gegen PC Epitope
Verborgen Exponiert
oxPL-PC -
//’./,—;\
» PC | *J
——
oxPL=PC PRR
Natives LDL oxLDL /" ’\
PC,
a,?q,__o\gF’C
{ ﬂ.‘i‘ C-reaktives Protein (CRF)
p
Pc” “&'.._,r:,‘grg
PC

S. pneumoniae

Abbildung 3-7: Molekulares Mimikry von S. pneumoniae und oxLDL

Durch Oxidation der Phospholipide (oxPL) nativer LDL wird das verborgene Phosphorylcholin (hier: PC) der
LDL exponiert und kann von CRP aber auch PRRs wie LOX-1 erkannt werden.

S. pneumoniae besitzt an seiner Oberflachen neben kapsuléren Polysacchariden (C-PS) ebenfalls PC und
wird von CRP erkannt. Modifiziert nach (Binder et al., 2002).

Diese Zusammenhé&nge weisen auf eine mdgliche Rolle von LOX-1 als einen — neben PAFr —
weiteren Rezeptor flir S. pneumoniae hin. Da die Expression von LOX-1 durch eine virale
Infektion gesteigert werden kann (s. Tabelle 3-4), kdnnte postviral vermehrt exprimiertes,
epitheliales LOX-1 als Adhasionsrezeptor fir S. pneumoniae dienen.

Diese Hypothese beschriebe einen neuen Mechanismus, um den Synergismus von

Pneumokokkenpneumonien nach viraler Vorerkrankung zu erklaren.
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3.4.3 Zytokine

Zytokine sind pleiotropische Peptide, die als Botenstoffe von verschiedenen Zellen freigesetzt
werden und immunologische sowie inflammatorische Reaktionen regulieren. Dabei beteiligen
sie sich bei der Erkennung von Pathogenen, der Rekrutierung von Leukozyten und der Abwehr
der eingedrungenen Mikroorganismen (Strieter et al., 2003).

Man kann Zytokine in verschiedene Klassen einteilen, darunter der Tumor-Nekrose-Faktor
(TNF), Interferone der Klasse | und Il (IFN), Interleukine wie IL-10 und Chemokine (wie
Interleukin-8) (Strieter et al., 2003).

Wie bereits beschrieben, haben viele PAMP-Rezeptor Interaktionen die Aktivierung des NF-kB
Signalweges zur Folge. Dabei werden TNF, IL-1, IL-6, IL-8 und andere proinflammatorische
Zytokine freigesetzt und zeichnen fir die frihe Inflammationsreaktion verantwortlich. Sie
induzieren weitere proinflammatorische Zytokine und Enzyme wie die Cyclooxygenase-2,
veranlassen Makrophagen zur Phagozytose und setzen Akute-Phase Proteine frei (Chen and
Goeddel, 2002).

Typ | Interferone werden v.a. nach Detektion viraler PAMPs Uber die Aktivierung von IRFs
freigesetzt (Abbildung 3-6). Uber eine Vielzahl von Mechanismen wirken sie einer progredienten
viralen Infektion entgegen. Dazu zadhlen u.a. die Reduktion der zellularen Proteinbiosynthese
mit konsekutiver Replikationshemmung der viralen Erbinformation, die Induktion des
Reifungsprozesses bei DCs und Monozyten sowie die Aktivierung von NK-Zellen (Alsharifi et
al., 2008). Interferon y, ein Typ Il Interferon, wird von T-Helfer Zellen abgegeben und unterstitzt
Uber die Aktivierung von Makrophagen die Abwehr viraler und intrazellularer bakterieller
Pathogene (Weyand et al., 2011).

IL-10 hingegen ubt seine Wirkung tber Monozyten aus. An diesen Zellen hemmt es die
Phagozytose, verhindert die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF und halt
die Zellen aufRRerdem von der Antigenprasentation ab. So wirkt IL-10 insgesamt

immunsuppressiv und antiinflammatorisch (Sabat, 2010).

3.4.3.1 Interleukin-8

Interleukin-8 (IL-8 / CXCL-8) ist ein wichtiges Zytokin fir die von neutrophilen Granulozyten
vermittelte, akute Entzindungsreaktion. Es besteht aus 69 bis 77 Aminosauren und wird u.a.
von Neutrophilen, NK-, Endothel- sowie Epithelzellen als Antwort auf bestimmte Reize
synthetisiert. Dazu z&hlen proinflammatorische Zytokine wie IL-1 und TNF, aber auch
bakterielle PAMPs wie CbpA und Pneumolysin (s. Kapitel 3.3.4.1) (Bernatoniene et al., 2008).

IL-8 bindet an zwei Rezeptoren, CXCR1 und CXCR2, und ubt durch die Aktivierung von
Kinasen verschiedene Effekte auf die Zelle aus: Seine chemotaktische Wirkung vermittelt I1L-8
Uber die Beeinflussung von Integrinen und Selektinen, was zu Adhasion und Transmigration

von Neutrophilen durch Endothel und pulmonales Epithel fuhrt. An Neutrophilen induziert es

32



EINLEITUNG

zudem die Degranulation sowie den oxidativen Burst und tragt so zur Pathogenabwehr bei.
Daruber hinaus wirkt IL-8 auch auf B-Zellen und CD4+ T-Zellen chemotaktisch (Mukaida, 2003).

3.5 Diskutierte Mechanismen viral-bakterieller Interaktionen

Es existieren verschiedene Ansétze, um den Synergismus von viraler Infektion und bakterieller
Superinfektion in der Lunge zu erkldren. Drei Kategorien lassen sich dabei aufstellen:
Epitheliale Schadigung, Stérung der angeborenen Immunantwort und die Steigerung der

Expression bzw. Zuganglichkeit von Adhasionsrezeptoren.

3.5.1 Epitheliale Schadigung

Eine der ersten aufgestellte Hypothesen beschrieb die bronchopulmonalen Lasionen nach
Influenzainfektion als den Faktor, welcher die sekundar-bakterielle Adhasion beglnstigt (vgl.
Kapitel 3.2) (Muir and Wilson, 1919). Tatséachlich unterstiitzen verschiedene Mausmodelle diese
Theorie, wenn ein besonders pathogenes Virus, wie das Maus-adaptierte Influenza Virus
A/Puerto Rico/8/34(H1N1) verwendet wird (McCullers and Rehg, 2002, Loosli et al., 1975). Zum
einen wird durch Nekrose des respiratorischen Epithels mit seinem Zilienapparat (Influenza A)
oder durch die direkte Schadigung der Zilien (Rhinovirus) ein wichtiger Mechanismus zur
Entfernung aspirierter Bakterien beseitigt. Zum anderen liegt die basale Zellmembran der
Epithelien nach einer Schadigung frei und konnte so die bakterielle Adhasion beglinstigen
(Hament et al., 1999).

Gegen diese Hypothese als singulare Erklarung spricht jedoch, dass auch bei Verwendung von
Viren niedriger Pathogenitat und entsprechend intaktem Epithel, eine intensivere bakterielle
Besiedlung in vivo gelingt (Harford and Hara, 1950, Sellers et al., 1961). Andere Mechanismen

mussen entsprechend in Betracht gezogen werden.

3.5.2 Storung der angeborenen Immunitét

Neutrophile und Makrophagen haben als phagozytierende Vertreter der angeborenen Immunitét
eine SchlUsselrolle bei der Beseitigung von Pathogenen inne. Bereits 1982 konnte in vitro
gezeigt werden, dass der oxidative Metabolismus und die bakteriziden Kapazitaten von
Monozyten und Granulozyten nach postviraler Infektion mit Bakterien abgeschwéacht sind
(Abramson et al.). Diese Beobachtung konnte fur neutrophile Granulozyten in vivo bestatigt
werden und ging mit einem hohen Level an IL-10 einher (McNamee and Harmsen, 2006).
Werden M&ause mit einem anti-IL-10 Antikbrper behandelt, weisen sie nach postviraler S.
pneumoniae Infektion eine signifikant niedrigere Letalitdt auf als unbehandelte Mause.
Entsprechend wird IL-10 als ein weiterer, fir postvirale Pneumokokkenpneumonien

préadisponierender Faktor ausgemacht (van der Sluijs et al., 2004).
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Daneben konnte in vivo gezeigt werden, dass Interferon-a Knockoutmause nach Poly I:C
Stimulation und S. pneumoniae Infektion eine verminderte bakterielle Belastung der Lunge und
ein verbessertes Uberleben gegeniiber dem Wildtyp aufweisen (Tian et al., 2012). In einer
weiteren in vivo Studie hatte IFN-y nach einer viralen Infektion der Lunge einen
supprimierenden Effekt auf die alveolare, Makrophagen-vermittelte Abwehr von applizierten
Pneumokokken (Sun and Metzger, 2008). Eine mdgliche Erklarung bietet die Tatsache, dass
IFN-y die Expression des Phagozytose- bzw. Scavengerrezeptors MARCO vermindert und so
eine pulmonale Ausbreitung von S. pneumoniae férdert. Doch auch nach Blockade von IFN-y
lasst sich ein — wenn auch abgeschwachter — Synergismus von viraler Infektion und sekundér-
bakterieller Besiedlung messen (Sun and Metzger, 2008). Dies deutet auf weitere, diesem

Synergismus zugrunde liegende, Mechanismen hin.

3.5.3 Steigerung der Zuganglichkeit und Expression von Adh&sionsrezeptoren

Bevor S. pneumoniae erfolgreich in den Wirt eindringen kann, bedarf es der Adhasion an das
pulmonale Epithel. Entsprechend existieren neben den bereits beschriebenen Einflissen
verschiedener Zytokine auch Erklarungsmodelle, welche die Adhasion ins Zentrum riicken. So
koénnten die nach viraler Infektion zur Regeneration freigesetzten Fibrine und Fibrinogene neue
Adhasionsflachen bieten. Des Weiteren ist bekannt, dass virale Neuraminidasen terminale
Sialinsauren aus den Glykokonjugaten epithelialer Zellen schneiden kénnen und eindringenden
Pneumokokken so initial kryptische Adhésionsrezeptoren zugénglich machen (McCullers,
2006).

Ein zuséatzlicher Mechanismus scheint die durch das Virus induzierte vermehrte Expression von
Pneumokokken-bindenden Rezeptoren zu sein (Hakansson et al., 1994). Konkrete
Adhasionsrezeptoren fiir S. pneumoniae nach postviraler Infektion konnten bislang jedoch nicht
benannt werden. Die einzige Ausnahme bildet der platelet-activating factor receptor (PAFr).
Dieser ubiquitére, G-Protein gekoppelte Rezeptor zeichnet sich durch drei Eigenschaften aus:
() Er bindet auf aktivierten Zellen das in der Zellwand von S. pneumoniae enthaltene
Phosphorylcholin (PCho, s. Kapitel 3.3.4.1). (ll) PAFr fordert dabei die Internalisierung der

gebundenen Bakterien und ihre intravasale Migration, (Ill) ohne eine rezeptoreigene

Abbildung 3-8: Auswirkung einer Rhinovirusinfektion auf die

PAFr .
Expression von PAFr
Humane tracheale Epithelzellen wurden mit einem Rhinovirus
Serotyp 14 (RV-14) infiziert und anschliessend die Expression
des platelet-activating factor receptor (PAFr) auf mRNA Ebene
R-Aktin detektiert. Als Kontrolle dienten nicht infizierte Zellen. R-Aktin

wurde als Beladungskontrolle verwendet (Ishizuka et al., 2003).
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Signaltransduktion zu aktivieren (Cundell et al., 1995).

Die Expression von PAFr auf humanen trachealen Epithelzellen wird in vitro nach Infektion mit
einem Rhinovirus gesteigert (s. Abbildung 3-8) und bedingt so konsekutiv eine verstarkte
Adhéasion von S. pneumoniae. Dieser Synergismus von Virus und S. pneumoniae stellt eine
maogliche Erklarung fur gehdufte Pneumokokkenpneumonien nach Infektion mit einem
Rhinovirus dar (Ishizuka et al., 2003).

In vivo stehen sich unterschiedliche Beobachtungen gegenlber. Van der Sluijs und Kollegen
inkubierten PAFr-defiziente Mause und einen Wildtyp erst mit einem Influenza A Virus und 14
Tage spater mit S. pneumoniae. In den Kategorien pulmonale bakterielle Besiedlung, Mortalitat
und pulmonale IL-10 Level wiesen Tiere ohne PAFr niedrigere Werte auf (van der Sluijs et al.,
2006). Dem widersprechend zeigten PAFr-defiziente Mause in einem &hnlichen Versuch nach
Influenza- und konsekutiver S. pneumoniae-Infektion eine grofRere Mortalitat sowie héhere IL-
1R, TNF-a und IL-6 Level. Die Autoren kommen zu dem Schluss, dass ,die erhohte Adhasion
von Pneumokokken an respiratorischem Epithel, welche nach Inkubation mit Influenza in vitro
beobachtet wird, nicht ausschlieZlich von PAFR vermittelt wird“ (McCullers et al., 2008).

3.6 Zielsetzung

Die postvirale Pneumokokkenpneumonie ist eine haufige Komplikation respiratorischer
Virusinfektionen und geht mit einer erhdohten Morbiditat und Mortalitat einher. Der beobachtete
Synergismus von viraler Infektion und postviraler bakterieller Superinfektion ist bislang
allerdings nur unvollstdndig verstanden. Eine Schlusselrolle kdnnten dabei Rezeptoren
einnehmen, die S. pneumoniae die Adhé&sion und Invasion an pulmonalem Gewebe
ermdglichen und nach viraler Infektion vermehrt zugénglich sind oder exprimiert werden.

LOX-1 erscheint hier ein mdglicher Kandidat: Bereits bei anderen Bakterien konnte eine
Bindung an LOX-1 nachgewiesen werden, zudem besteht zwischen seinem nattrlichen
Liganden oxLDL und dem mafigebenden Erreger der ambulant erworbenen Pneumonie, S.
pneumoniae, eine molekulare Mimikry (Binder et al., 2003, Shimaoka et al., 2001). Seine
Expression kann durch eine Vielzahl an Reizen induziert werden, u.a. mittels viraler Infektion
bzw. Simulation derselben (Chirathaworn et al., 2004, Dieudonne et al., 2012). Uber die
Expression von LOX-1 auf pulmonalem Gewebe ist allerdings bislang wenig bekannt.

Ziel dieser Arbeit ist es, eine mdgliche Rolle von LOX-1 bei der Pathogenese postviraler
Pneumokokkenpneumonien zu untersuchen. BEAS-2B Zellen dienen dabei als Modell fir das
bronchiale Epithel des Menschen als direkte Kontaktflache des Kdorpers mit Pathogenen. Durch
Verwendung von TLR 3 und -7 Agonisten sollen universelle, Virustyp-unabhéangige Aussagen
Uber die Auswirkungen viraler Infektionen auf LOX-1 Expression und die S. pneumoniae
Adhasion gewonnen werden. Des Weiteren sollen evtl. Unterschiede zwischen LOX-1 und dem

bereits identifizierten Pneumokokkenrezeptor PAFr geprift werden (s. Kapitel 3.5.3).
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Zusammenfassend sollen die folgenden maf3geblichen Fragen beantwortet werden:
e Wird LOX-1 auf pulmonalem Gewebe exprimiert?
e Wird die Expression von LOX-1 durch die Aktivierung von TLR3 bzw. TLR7 beeinflusst?
¢ Bindet S. pneumoniae an LOX-1?

e Hat LOX-1 immunmodulatorische Funktion?
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Material

Bei allen in diesem Kapitel nicht aufgefihrten Chemikalien handelt es sich um in Laboratorien
standardmaflig eingesetzte Substanzen, welche alle den analytischen Reinheitsgraden
entsprechen.

Die in dieser Arbeit verwendeten kommerziell erhdaltlichen Assays (z.B. ELISA, RNA
Aufreinigung) werden hier nicht extra gelistet. Die experimentelle Durchfiihrung erfolgte nach
den Herstellerangaben. Die Bezugsquellen sind den entsprechenden Abschnitten im Kapitel

Methoden zu entnehmen.

4.1.1 Humane Lungengewebeproben

Vitale Lungengewebeproben wurden Patienten entnommen, die sich einer Lungenresektion
aufgrund peripherer Lungenkarzinome unterzogen hatten. Das Durchschnittsalter der
Studienpopulation betrug 69,7 + 2,1 Jahre. Patienten mit klinischen und diagnostizierten
Lungeninfektionen wurden aus der Studie ausgeschlossen. Der Locus der Biopsie musste
mindestens 5 cm vom Karzinom entfernt sein. Das Protokoll wurde von der Ethikkommission
der Charité genehmigt. Enthommene Bioptate wurden geschnitten und in RPMI mit 10 %
hitzeinaktiviertem FCS Uber Nacht inkubiert. Nach Wechsel des Mediums wurden je nach

Versuchsaufbau entsprechende Stimulanzien hinzugegeben.

4.1.2 Humane bronchiale Epithelzelllinie (BEAS-2B)

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten BEAS-2B-Zellen entstammen normalen humanen
bronchialen Epithelzellen (NHBE), die per Autopsie aus einer gesunden Spenderlunge
gewonnen wurden. Nach Transfektion dieser Zellen mit einem Adenovirushybrid 12-SV40
(Ad12SV40) wurde eine verlangerte in vitro Lebensdauer sowie eine kontinuierliche
Proliferation erreicht (Reddel et al., 1988). In einigen Arbeiten wurde bestatigt, dass BEAS-2B-
Zellen weiterhin Bronchialzell-spezifische Eigenschaften besitzen (Adamou et al., 1998). Die
BEAS-2B-Zellen bleiben ohne Zugabe von Serum undifferenziert. Sie wurden zwischen

Passage 7 und 30 eingesetzt.

4.1.3 Zellkulturflaschen und Zellkulturschalen

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellkulturflaschen und Zellkulturschalen verschiedenster

Ausfiihrungen wurden alle bei Falcon® bezogen.
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4.1.4 Kulturmedien, Kryomedien und Adhasionsfliissigkeiten

Das fir das Zellkulturmedium verwendete FCS wurde fir eine Dauer von 30 min auf 56°C zur
Inaktivierung von Komplementfaktoren erhitzt.
Tabelle 4-1: Kulturmedien und Kryokonservierung BEAS-2B-Zellen

BEAS-2B-Zellen Zusammensetzung Bezugsquelle
Stimulationsmedium 500 ml Keratinocyte SFM Gibco

2.50 ug Epithelial Growth Factor Gibco

25 mg Bovine pituatary extract Gibco

5 ml 200 mM Glutamine 100x Gibco

250 pl Epinephrin-Hydrochlorid (1 mg/ml) Sigma

50 pl trans-Retinolsaure (1 mg/ml) Sigma
Zellkulturmedium 500 ml Stimulationsmedium

200 pyl Amphotericin B 500x Roche
Adhasionsflussigkeit 100 ml Keratinocyte SFM Gibco

1 ml Bovine Serumalbumin (BSA) (100 mg/ml) Sigma

1 ml Fibrinectin (1mg/ml) Sigma

100 pl Vitronectin (50 pg/ml) Sigma
Einfriermedium 500 ml Zellkulturmedium

10% Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma
Tabelle 4-2: Kulturmedien und Kryokonservierung humanes Lungengewebe
Humanes Lungengewebe Zusammensetzung Bezugsquelle
Kulturmedium 500 ml RPMI Medium Gibco

10% FCS Gibco

5 ml Glutamin 200 mM 100 x Gibco

4.1.5 Streptococcus pneumoniae

Der unbekapselte Streptococcus pneumoniae R6x Stamm wurde Uber chemische Mutagenese
aus der Unterlinie 6 des Rockefeller Stammes R36A generiert (Tiraby and Fox, 1973). Letzterer
entstammt urspringlich dem Stamm D39 wt (Serotyp 2).

4.1.6 Bakterienkultur

Nach Fertigstellung der Medien wurden diese fir 10 min bei 115°C autoklaviert und bei 4°C

gelagert.

Tabelle 4-3: Medien fiir die Bakterienkultur

S.p. R6x Zusammensetzung Bezugsquelle
Anzuchtsbouillon 30 g Todd Hewitt Broth BD Mikrobiologie
THY-Medium 5 g Hefeextrakt Sigma

A. bidest. ad 1000 ml
S. pneumoniae Kryomedium  80% Anzuchtsbouillon Sigma

20% Glycerol (99%)

Tabelle 4-4: Sonstige Materialien fiir das Arbeiten mit Bakterien

] Verbrauchsmaterialen Verwendungszweck Bezugsquelle
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Columbia Agar Platten Anzucht von S. pneumoniae BD Mikrobiologie

Gentamycin 20 ml Antiinfektivum Gibco
Sterile Wattetrager Uberfiihren von Bakterien Applimed SA
Einmal Impfésen 10 pl Ausplattieren von Bakterien Roth

4.1.7 Influenza A/Panama/2007/1999 (H3N2)

Das zur Infektion der humanen Lungengewebeproben verwendete Influenza Virus

A/Panama/2007/1999 (H3N2) wurde freundlicherweise gebrauchsfertig von der Arbeitsgruppe
um Stefan Hippenstiel und unter Unterstitzung von Anne Becher zur Verfiigung gestellt.

4.1.8 Stimulantien und Enzyme

Tabelle 4-5: Stimuli

Stimulus Zusammensetzung Bezugsquelle
Poly I:.C synthetisch Amersham
Resiquimod R-848 synthetisch Novartis
Tabelle 4-6: Enzyme

BEAS-2B-Zellen Verwendungszweck Bezugsquelle

Trypsin / EDTA 1x
M-MLV Reverse Transkriptase
Red Taq Polymerase

Ablosen der Zellen
Umschreibung mRNA zu cDNA
Vermehrung der cDNA

Gibco
Invitrogen
Sigma

4.1.9 Puffer, Losungen und Gele

Tabelle 4-7: PCR-Puffer

PCR Puffer Zusammensetzung Bezugsquelle
Lysepuffer 1 mlRLT Quiagen
TAE Puffer, pH 8,0 4,84 g Tris Base Sigma
1,14 ml Eisessig 100%ig Merck
2mlEDTAOQ5M Roth

Aqua bidest ad. 1000 ml

Tabelle 4-8: PCR-Gel

PCR-Gel

Zusammensetzung

Bezugsquelle

TAE Puffer
1,5% Agarose
0,4 pg/ml Ethidiumbromid

Promega
Invitrogen

Tabelle 4-9: Western blot-Puffer

Western blot-Puffer

Zusammensetzung

Bezugsquelle

Phosphoprotein-
waschpuffer

Gesamtprotein-
extraktionslysepuffer

5 ml Natiumorthovanadat 98%ig 200 mM
50 ml Natriumpyrophosphat 150 mM

50 ml Natriumfluorid 99%ig 1 M
Dulbeccos PBS 1 x ad 500 ml

50 mM Tris-HCI, pH 7,4

1% Nonidet® P-40 99%ig

1 mM PMSF

je 10 pg/ml Antipain, Leupeptin,

Sigma
Sigma
Sigma
PAA
Sigma
Fluka
Sigma
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Pepstatin Sigma
0,25 mM EDTA Roth
Phosphoproteinwaschpuffer ad 1 ml

Lyse-Puffer fraktionierte 1,5 mM MgCI2 Sigma

Proteinextraktion 10 mM KCI Merck

Western blot-Puffer Zusammensetzung Bezugsquelle

(Zytosol/Kern) 1% Nonidet® P-40 99%ig Fluka
1mMDTT Serva
Phosphoproteinwaschpuffer ad 1 ml

Lyse-Puffer fraktionierte 0,1 M NaCl Merck

Proteinextraktion 1 % Triton Sigma

(Zytosol/Membran) 10 mM HEPES ph 7,9 Roth
2 mM EDTA Roth
4 mM Natriumrthovanadat Sigma
40 mM Natriumfuorid Sigma
1 mM PMSF Sigma

Bradford Reagenz 20% BioRad Protein Assay BioRad
80% A. bidest.

Gelladepuffer (Blaupuffer) 1 ml Tris-HCI, 0,5 M, pH 6,8 Sigma
0,8 ml Glycerol Sigma
0,6 ml SDS (10% wi/v) Serva

Gelelektrophoresepuffer

Blotpuffer

Blockpuffer

0,4 ml Bromphenolblau (1% wi/v)
0,4 ml B-Mercaptoethanol (1% v/v)
A.bidest. ad 5 ml

3 g Tris-Base

14,4 g Glycin

1 g SDS (10% wiv)

A. bidest. ad 1000 ml

3 g Tris-Base

14,4 g Glycin

20% Methanol

A. bidest. ad 1000 ml

50% Ody Blocking Buffer

BiotechPharmacia
Sigma

Sigma
Merck
Serva

Sigma
Merck
Merck

LI-COR

Tabelle 4-10: Western blot-Gele

Western blot-Gele

Zusammensetzung

Bezugsquelle

Sammelgel

Trenngel 10 %ig

2,5 ul Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8
100 pl SDS (10% wiv)

1,33 ml 40%iges Bis-Acrylamid
10 yl TEMED R&D

40 yl Ammoniumpersulfat 10%ig
A. bidest. ad 10 ml

2,5 ml Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8
100 ul SDS (10% wiv)

3,35 ml 40%ige Bis-Acrylamid

5 ul TEMED

50 pyl Ammoniumpersulfat 10%ig
A. bidest. ad 10 ml

Sigma
Serva
Serva
Systems
Serva

Sigma

Serva

Serva

R&D Systems
Serva#

Tabelle 4-11: ELISA Puffer

Puffer

Zusammensetzung

Bezugsquelle

Carbonatpuffer 0,1 M pH 9,5

4,2 g NaHCO;

Merck
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1,78 g Na,CO; Merck
500 ml A. bidest. Ad
Blockpuffer 45 ml Dulbecco PBS 1x PAA
5mlFCS Gibco
Stopplésung 2NH,SO4 27,47 ml H,SO, Merck

500 ml A. bidest ad

4.1.10 Primer, small interfering RNAs (SIRNASs) und Plasmide

Alle verwendeten PCR-Primer wurden tber TIB MOLBIOL erworben. Die spezifischen siRNAs

stammen von Ambion.

Tabelle 4-12: PCR-Primer-Sequenzen fiir semiquantitative PCR

Gen Sequenz

TLR3 VOrwarts 5-TAGCAGTCATCCAACAGAATCAT
rickwarts 5-AATCTTCTGAGTTGATTATGGGTAA

TLR7 VOrwarts 5-CTCCCTggATCTgTACACCTgTgAg
rickwarts 5'-CTCCCACAgAgCCTTTTCCggAgCT

GAPDH vorwarts 5-CCACCCATGGCAAATTCC ATGGCA
rackwarts 5-TCTAGACGGCAGGCAGGTCAGGTCCACC

Tabelle 4-13: Sonstige PCR-Primer

Primer Verwendungszweck Bezugsquelle

Random Hexamer Primer Reverse Transkription Promega

Tabelle 4-14: siRNA Sequenzen

Gen Sequenz

Kontrolle vorwarts 5-UUCUCCGAACGUGUCACGULtt
rickwarts 5-ACGUGACACGUUCGGAGAA

TLR3 VOrwarts 5-GGAUAGGUGCCUUUCGUCAtt
rickwarts 5-UGACGAAAGGCACCUAUCCgt

TLR7 vorwarts 5-GGAAUUACUCAUAUGCUAALtt
rickwarts 5-UUAGCAUAUGAGUAAUUCCtt

LOX-1 VOrwarts 5-UUCUUUAUGAGAUCAGAGACCUGGG
rickwarts 5-ACUUCUUGGAGAUUCAGGUUCUGGC

PAFr VOrwarts 5-ACUGUUUCCUCACCAAGAALtt
Ruckwarts 5-UUCUUGGUGAGGAAACAGUag

Tabelle 4-15: Plasmide

Plasmid BezugsQuelle

pcDNAG6.2 LOX-1 Invitrogen

4.1.11 Primare und sekundéare Antikorper Western blot und Konfokalmikroskopie

Tabelle 4-16: Primére Antikdrper Western blot

Primarer Antikdrper Spezies Bezugsquelle
LOX-1 Maus Hycult Technologies
PAFr Ziege Santa Cruz

TLR3 Kaninchen Santa Cruz

TLR7 Ziege Santa Cruz

3-Aktin Ziege Santa Cruz

FAK Maus Santa Cruz
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ERK2

Maus

Santa Cruz

Tabelle 4-17: Sekundéare Antikdrper Western blot

Sekundéarer Antikorper

Spezies

Bezugsquelle

anti-Kaninchen-IgG
anti-Maus-1gG
anti-Maus-lgG
anti-Ziege-1gG

Ziege, gekoppelt an Cy5.5
Ziege, gekoppelt an Cy5.5
Ziege, gekoppelt an IRDye800
Esel, gekoppelt an IRDye800

LI-COR
LI-COR
LI-COR
LI-COR

Tabelle 4-18: Primére Antikorper Konfokalmikroskopie

Priméarer Antikorper

Spezies

Bezugsquelle

anti-S.p. R6x

Kaninchen

Invitrogen

Tabelle 4-19: Sekundare Antikorper Konfokalmikroskopie

Sekundéarer Antikorper

Spezies

Bezugsquelle

Alexa Fluor 488

Ziege

Invitrogen

4.1.12 Gerate

Die in Laboratorien standardmafig eingesetzten Geréate wie Reinraumwerkbénke, Kihlgeréate,

Inkubatoren, Schiittler, Eismaschinen usw. werden in dieser Arbeit nicht extra aufgefihrt. Sie

entsprechen alle den géngigen Standards und wurden regelmaRig gewartet.

Tabelle 4-20: Speziell verwendete Geréate

Gerat Verwendungszweck/Methode Bezugsquelle
BioRad Gelelektrophorese- Gelelektrophorese (Western blot) BioRad
System

BlotSystem Proteintransfer (Western blot) Transblot
Odyssey Infrared Dokumentation (Western blot) LI-COR
Imaging System

Platereader Auslesen der ELISA Platten STL
Thermomixer Comfort Erhitzen der Proteine auf 95°C Eppendorf
(Western blot)

LSM5 Pascal Konfokalmikroskopie Zeiss
AtuFECTO1 SiRNA und cDNA Transfektion Silence Therapeutics

FastPrep®-24

Lyse, Homogenisation und Aufschluss

MP Biomedicals

4.1.13 Verbrauchsmaterialien

Allgemein verwendete Materialien wie Pipetten,

Pipettenspitzen,

Reaktionsgefalle und

Ahnliches entsprechen den gangigen Standards und werden hier nicht extra aufgefhrt.

Tabelle 4-21: Speziell verwendete Verbrauchsmaterialien und Substanzen

Produkt Verwendungszweck Bezugsquelle
dNTP Mix DNA-Bausteine (RT-PCR) Promega
Hybond Membran Proteintransfer (Western blot) Santa Cruz
Quarzglaskivetten RNA- und Plasmid DNA-Messung Hellma
Recombinant Protein Standard zur GréRenbestimmung eines Amersham
Molecular weight marker Proteins im Western blot Life science
ThermowellTM Tubes DNase und RNase-freie Reaktionsgefalie Costar®
Whatman Filterpapier Proteintransfer (Western blot) Whatman
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RNAse A RNA-Abbau Sigma

DNase | DNA-Abbau Qiagen
Produkt Verwendungszweck Bezugsquelle
Proteinase K Protein-Abbau Merck

Protein Agarose A und G Immunprazipitation Upstate

PFA Zellfixation Merck

Triton Zellpermeabilisierung Sigma
Phalloidin Farbung des Aktins Invitrogen
Perma Fluor Eindeckelmedium Beckmann Coulter
Biopsiestanzen Probenentnahme aus den Bioptaten PFM

Ampuwa 1000 ml Zelllyse Fresenius Kabi

4.2 Methoden

4.2.1 Zellbiologische Methoden

Die im Folgenden beschriebenen Arbeiten mit Zellkulturen wurden an einem Arbeitsplatz mit
der Sicherheitsstufe S2 an einer Reinraumwerkbank und entsprechend sterilen Bedingungen
durchgefuhrt. Die verwendeten Materialen und Gerate waren heil3luftsterilisiert, Losungen
sterilfiltriert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem CO,-Begasungsbrutschrank bei 37°C,
5% CO, und 95% relativer Luftfeuchtigkeit. Medien und Losungen wurden vor Verwendung im
Wasserbad auf 37°C vorgewarmt.

4.2.1.1 Kultivierung und Subkultivierung der BEAS-2B-Zellen

Vor jedem Versuch mit BEAS-2B-Zellen bzw. Splitting derselben wurden die entsprechenden
Kulturflaschen (T7s) bzw. -schalen mit Adh&sionsflissigkeit versehen. Dabei musste die
Oberflache des zu besédenden Kulturkérpers mit ausreichend L6sung bedeckt und fir eine
halbe Stunde bei 37°C im Inkubator belassen werden. Noch flissige Losung wurde in einem
nachsten Schritt abpipettiert und gesammelt, um wiederverwertet werden zu kénnen.

Nach Ausbildung eines Monolayers konnten die Zellen zur Subkultivierung herangezogen
werden. Hierzu wurde das Medium der T,5s Flaschen entfernt und die Zellschicht einmalig mit
PBS gewaschen. AnschlieBend wurden 3 ml Trypsin/EDTA-LOosung je Tsser Flasche
hinzugegeben und diese funf Minuten bei 37°C inkubiert. Durch leichtes Klopfen wurden die
Zellen vom Flaschenboden gel6st. Die Zellen konnten nun in 10ml PBS gesammelt werden.
Nach Uberfiihrung in ein 50 ml Zentrifugationsréhrchen wurde die entstandene Suspension fiinf
Minuten bei Raumtemperatur und 172 g zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes konnte
das aus BEAS-2B-Zellen bestehende Zellpellet in 200 pl Trypsin-Inhibitor (30mg/ml, Roche)
resuspendiert werden. Nun folgte die Aufnahme in 40 ml Zellkulturmedium, wobei auf eine
mehrmalige Resuspension geachtet wurde um eine gleichmaflige Verteilung der Zellen im
Medium zu erreichen. Nachdem die BEAS-2B-Zellen eine 1:4 Verdiinnung erfahren hatten,
konnten mit dem nunmehr vorhandenen Medium entsprechend Zellkulturflaschen oder

Kulturschalen neu versetzt werden. Bis zur Entstehung neuer Monolayers wurde das
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Zellkulturmedium alle drei Tage gewechselt. Anschlie3end konnte der gewtinschte Versuch

oder eine erneute Verdinnung zur Gewinnung weiterer Zellen begonnen werden.

4.2.1.2 Bestimmung der Zellzahlen

Um die Zellzahlen zu bestimmen, wurden 20 pul der, wie oben beschrieben, erhaltenen
Zellsuspension auf eine Neubauer-Zahlkammer gegeben. Es wurden jeweils die Zellzahlen von
16 Kleinquadraten herangezogen um die Zellzahl eines Grol3quadrates zu bestimmen. Dabei
wurden alle Zellzahlbestimmungen als Duplikate angelegt und die Mittelwerte errechnet. Die
Zellzahl pro ml Suspension errechnete sich nach folgender Gleichung:

Zellzahl / ml = Zellzahl aus 2 GroRquadraten / 2 x Verdiinnungsfaktor x Kammerkonstante (10%

4.2.1.3 Kryokonservierung

Die BEAS-2B-Zellen wurden zur Kryokonservierung wie bei der Subkultivierung beschrieben
behandelt. Nach der Abzentrifugation wurde das Zellpellet in 1 ml des entsprechenden
Einfriermediums resuspendiert und in Kryordhrchen Uberfuhrt (2-3 x 10° Zellen pro
Kryoréhrchen). Diese wurden zunachst fur funf Stunden auf -20°C und anschlieBend fiir 15
Stunden auf -80°C heruntergekihlt, um Schaden durch Kristallisationsprozesse beim Einfrieren
zu vermeiden. Danach wurden die Kryoréhrchen zur Langzeitaufbewahrung in Flissigstickstoff

(-196°C) umgelagert.

4.2.1.4 Auftauen der Zellen

Die Kryoréhrchen wurden aus dem flissigen Stickstoff direkt in ein Wasserbad gegeben und bei
37°C vollstandig aufgetaut. AnschlieBend erfolgte die Aufnahme der Zellen in 10 ml warmem
Zellkulturmedium und die Sedimentation fur fiunf Minuten bei 172 g. Das Zellpellet wurde in
Zellkulturmedium resuspendiert und in Zellkulturflaschen ausgesat. Am nachsten Tag wurden

die Zellen mit frischem Zellkulturmedium versorgt.

4.2.2 Mikrobiologische Methoden

Alle im Folgenden beschriebenen Arbeiten mit Bakterienkulturen erfolgten an einem
Arbeitsplatz der Sicherheitsstufe S2 unter sterilen Bedingungen an einer Reinraumwerkbank mit
autoklavierten oder heiBluftsterilisierten Materialien bzw. Geréten. Alle mit Bakterien in Kontakt
getretene Materialien oder Gerate wurden anschlieRend mit Descosept (Dr. Schumacher
GmbH) desinfiziert. Materialien, welche mit den Bakterien in Kontakt getreten waren und

bakterienhaltige Flissigkeiten wurden im Anschluss autoklaviert.
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4.2.2.1 Sterilisation

Autoklavierbare Nahrmedien und Losungen wurden bei 115°C und 1 bar Uberdruck fur zehn
Minuten im Autoklaven sterilisiert, Glaswaren und Pipetten wurden im Hitzeschrank bei 180°C

trockensterilisiert.

4.2.2.2 Bakterienkultur

- Lagerung und Anzucht von S. pneumoniae R6x

Die Infektion der BEAS-2B-Zellen mit S. pneumoniae erfolgte aus einem Bakterienstock,
welcher bei -80°C gelagert wurde.

Zur Gewinnung des Stocks wurden die Pneumokokken auf Columbia Agarplatten
(supplementiert mit 5% Schafsblut) ausgestrichen. Die Agarplatten wurden bis zur Ausbildung
deutlicher Kolonien im CO,-Begasungsbrutschrank bei 37°C mit 5% CO, und 95% relativer
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Einzeln stehende Kolonien konnten nun erneut auf frische Columbia
Agarplatten tUbertragen werden und ihrerseits inkubiert werden. Am folgenden Tag wurden die
gewachsenen Kolonien mittels eines sterilen Wattetrdger in Kryordhrchen, welche 1ml
Kryomedium enthielten, eingebracht und bei -80°C gelagert.

Am Tag vor der Stimulation wurde dem Stock eine geringe Menge gefrorenes Kryomedium
entnommen, in 3-Strich-Methode auf Columbia Agarplatten ausgestrichen und Uber Nacht
inkubiert. Einzeln stehende Kolonien konnten anschlielend mittels sterilem Wattetrager in
vorgewarmte Todd Hewitt Bouillon (mit 0,5% Hefe supplementiert) Uberflihrt werden. Dabei
wurde eine Pneumokokkenkonzentration zwischen 3-6 x 10’ cfu/ml eingestellt, wobei zur
Ermittlung dieser Konzentration ein Spektralphotometer bei einer optischen Dichte (OD) von
600nm herangezogen wurde (ODgy 0,03-0,06 entspricht 3-6 x 10° cfu/ml). Von dieser
Anfangskonzentration ausgehend, wurde die Pneumokokkus-Todd Hewitt Bouillon unter
mikroaerophilen Bedingungen gelagert, bis eine Konzentration von 2-4 x 108 cfu/ml (ODggo 0,2-
0,4) erreicht war. Bei dieser Konzentration erreichen die Pneumokokken optimale

Infektionseigenschaften und befinden sich in einer mittleren logarithmischen Wachstumsphase.

- Stimulation der Zellen mit S. pneumoniae

Nachdem eine OD von 0,2-0,4 erreicht war, wurden die Pneumokokken in 50 ml
Zentrifugationsrohrchen bei 1800 g fur funf Minuten zentrifugiert. Anschlie@end wurde der
Bouillon-Uberstand abgesaugt und das verbleibende Bakterienpellet in BEAS-2B Kulturmedium
so resuspendiert, dass eine Konzentration von 1 x 10° cfu/ml erreicht wurde. Die den
Versuchen entsprechenden Infektionskonzentrationen wurden durch weitere Verdinnungs-
reihen des Infektionsmediums eingestellt.

Die Hitzeinaktivierung der Pneumokokken erfolgte bei 65°C im Wasserbad fiir sechs Stunden.
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4.2.2.3 Adhésionsassay mit S. pneumoniae R6x

BEAS-2B-Zellen wurden dem Versuch entsprechend vorbehandelt, z.B. mit siRNA oder Toll-like
Rezeptor Agonisten. Nach Ablauf der versuchsspezifischen Stimulationszeit erfolgte die Zugabe
des Infektionsmediums in die einzelnen Kulturschalen bis zu einer Zielkonzentration von 1 x 10’
cfu/ml. Die Zellen wurden dabei Uber einen Zeitraum von 30, 60, 120 oder 240 Minuten mit S.
pneumoniae R6x inkubiert. AnschlieRend wurde das Medium abgesaugt und jedes Well dreimal
mit sterilem PBS gewaschen, um nicht adharierte Kokken zu entfernen. Es folgte die Lyse der
BEAS-2B-Zellen durch Zugabe von Ampuwa H,O, wobei das hinzugegebene Volumen der
Menge des ehemals enthaltenen Kulturmediums entsprach. Nach finfminttiger Wartezeit
wurden die lysierten Zellen mit einem Scraper durchmischt und mehrmals mit der Pipette zur
Herstellung einer homogenen Suspension resuspendiert. AbschlieRend wurde der Ampuwa-Zell
Suspension ein festgelegtes Volumen entnommen und dieses nochmals mit PBS verdiinnt, um
dann auf Blutagarplatten ausgestrichen zu werden. Diese wurden unter Standardbedingungen
im Inkubator Uber Nacht aufbewahrt. Am Folgetag konnte die Anzahl der Kolonie-bildenden
Einheiten von S. pneumoniae R6x gezahlt und unter Berlicksichtigung des Verdiinnungsgrades

die urspriingliche Anzahl adhéarierter Pneumokokken pro Well errechnet werden.

4.2.2.4 Infektion humaner Lungengewebeproben mit Influenza A/Panama/2007/1999 (H3N2)

Tumorfreies Lungengewebe wurde wie in 4.1.1 beschrieben gewonnen und den resultierenden
Gewebestreifen durch Biopsiestanzen ca. 3 mm dicke und 8 mm im Querschnitt messende
Zylinder entnommen. Die Bioptate wurden zehn Minuten in 50 ml eisgekuhltem RPMI Medium
gewaschen, um anschlieBend in 24-Wellplatten mit 1,5 ml RPMI Infektions- und Kulturmedium
eingewogen zu werden. Das mittlere Gewicht der Proben lag bei 110mg. Vor der Stimulation
wurden die Proben bei 37°C und 5% CO, tiber Nacht inkubiert.

Dann erfolgte bei Raumtemperatur Uber eine Stunde und unter leichtem Schwenken die
Beimpfung der Gewebezylinder in 500 pl RPMI Medium mit 4 x 10° Plaque-Forming Units des
von der AG Hippenstiel bereitgestellten Virus. Nach Ablauf der Beimpfungszeit wurde das
Kulturmedium gewechselt und das infizierte Lungengewebe 24 Stunden bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Sofern keine direkte Weiterverarbeitung erfolgte wurden die Proben bei -80°C

aufbewabhrt.

4.2.3 Molekularbiologische Methoden

4.2.3.1 Extraktion und Konzentrationsbestimmung von Gesamt-RNA

Die Extraktion von Gesamt-RNA erfolgte entsprechend dem Herstellerprotokoll des RNeasy

Mini Kits der Firma Qiagen und wird hier nicht aufgefihrt.
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Die Konzentration und Reinheit der RNA wurde anhand der Lichtabsorption bei den
Wellenlangen 260 nm und 280 nm im Abgleich gegen das verwendete Lésungsmittel (RNase-
freies Wasser) bestimmt. Die Messung erfolgte in Quarzkuvetten in einem Spektralphotometer.
Das Absorptionsmaximum von RNA betragt 260 nm, das von Proteinen 280 nm. Eine ODg VONn
1 entspricht einer RNA-Konzentration von 40 pg/ul. Der RNA-Gehalt wird wie folgt berechnet:
ODgyeo X 4 = RNA [ug/ul]. Eine Verunreinigung der RNA mit Proteinen kann aus dem Verhaltnis
OD3y¢o (Optimum RNA Absorption) und OD,gy (Optimum Protein Absorption) bestimmt werden.
Als ,rein“ wurden RNA-Proteinquotienten zwischen 1,7 und 1,9 angesehen. Bis zur weiteren

Verwendung wurde RNA bei -80°C eingefroren.

4.2.3.2 Semiquantitative RT-PCR

- CcDNA Synthese

Pro Ansatz wurde 1 ug RNA mit A. bidest. auf ein Endvolumen von 10 ul verdiinnt. Die Proben
wurden nach Zugabe von je 0,5 M dNTPs und 10 ng/ml Hexamer-Primer fir funf Minuten bei
65°C im Thermal Cycler inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurden die ReaktionsgefalRe auf Eis
gestellt und folgendes zum Denaturierungsansatz hinzugeflgt:

1/5 Vol 5 x M-MLV Puffer, 1/10 Vol DTT und 40 U RNasin zu einem Gesamtvolumen von 20 pl.
Die Proben wurden fur weitere zwei Minuten bei 37°C im Thermal Cycler inkubiert.
Anschlieend wurde 200 U M-MLV RT pro Ansatz dazugegeben. Die Reaktion erfolgte bei
einer Inkubation fur 50 Minuten bei 37°C und wurde durch 15-mindtiges Erhitzen auf 72°C
beendet. Die cDNA wurde durch 80 pl A. bidest. verdinnt. Nicht direkt fir die PCR eingesetzte
cDNA wurde bei -20°C gelagert.

- Polymerase Kettenreaktion und Gelelektrophorese

Die PCR Reaktionen wurden auf den Peltier Thermalcycler von MJ Research abgestimmt. In
einem PCR Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 25 ul wurden 2 uyl cDNA, 1/10 Vol. 10x PCR
Puffer, 200 uM dNTPs, 6,25 ng/ml jedes Primers und 1 U Red-Taq Polymerase eingesetzt. Die
PCR im Thermal Cycler lief unter folgenden Konditionen: drei Minuten Denaturierung bei 94°C,
eine Minute Hybridisierung bei primerspezifischer Hybridisierungstemperatur, eine Minute
Elongation bei 72°C und nach entsprechend haufiger Wiederholung dieses Zyklus abschliel3end
funf Minuten Extension bei 72°C.

Am Ende der Reaktion wurde der Ansatz auf 4°C heruntergekihlt. Zum Nachweis der DNA-
Fragmente wurden die PCR Produkte auf ein 2%iges Agarosegel in 1 x TAE Puffer
aufgetragen. Dazu wurde Agarosepulver mit 1 x TAE Puffer vermischt und in der Mikrowelle
erhitzt. Zur spéateren Sichtbarmachung der DNA-Fragmente wurde Ethidiumbromid (0,5 pg/ml)
hinzugegeben. Die noch flissige Agarose wurde in eine Gelkammer mit eingesetztem

Gelkamm gegossen. Nachdem sich die Agarose verfestigt hatte, konnten die Proben in die

47



MATERIAL UND METHODEN

Probentaschen gegeben werden. An die Elektrophoreskammer wurde eine konstante
Spannung von 120 V angelegt und nach Progression von 2/3 des Ladepuffers durch das Gel
wurde die Elektrophorese gestoppt und das Gel mittels UV-Transilluminator und einer Olympus
Kamera (CAMEDIAC-4040 200M) fotografiert.

4.2.3.3 Transiente Transfektion von small interfering RNA (siRNA) und Plasmid-DNA

Fur BEAS-2B-Zellen erfolgte die transiente Transfektion mittels Atufect™. Bei dieser Methode
handelt es sich um eine Lipofektion, bei der es zur Bildung von positiv geladenen Lipid-DNA-
Komplexen kommt. Diese binden an die negativ geladene eukaryotische Zellmembran und
werden anschliel3end durch Endozytose aufgenommen.

Zur Durchfuhrung dieser Methode wurden BEAS-2B-Zellen bis zu einer Konfluenz von 50% in
Zellkulturschalen kultiviert. Die zu verwendende siRNA wurde in einem Gesamtansatz von 100
pI Keratinocyte SFM mit Atufect™ gemischt und der Ansatz 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Nun
wurde fiir 5 x 10° Zellen 1 pg siRNA/Lochschale im Verhéltnis 1:2 mit Atufect™ eingesetzt.

4.2.4 Biochemische Methoden

4.2.4.1 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Enzyme-linked Immunosorbent Assay ist ein immunologisches Nachweisverfahren, das eine
enzymatische Farbreaktion mit einer spezifischen Antigenerkennung durch Antikdrper
verknupft. Dabei wird zunachst das Substrat an die vorbehandelte Oberflache des
Reaktionsgefalles gebunden und im darauf folgenden Schritt ein dagegen gerichteter
enzymgekoppelter Antikbrper zugegeben. Nach Zusatz des enzymspezifischen Substrates zum
Reaktionsgemisch beginnt dessen Umsetzung zu einem farblich differenzierten Produkt,
dessen optische Dichte nach dem Abstoppen der Farbreaktion mit Schwefelsdure bei 450 nm (A
Korrektur bei 570 nm) gemessen werden kann. Der ELISA wurde mittels Detection Kits
durchgefuhrt. Antikérper und Enzymreagenz wurden in Carbonatpuffer, die zu untersuchenden
Proben in Blockadepuffer verdiinnt oder unverdiinnt eingesetzt.

Nach entsprechender Vorbehandlung von BEAS-2B-Zellen mit siRNA (s. 4.2.3.3) wurde
Streptococcus pneumoniae hinzugegeben und nach Ablauf der Infektionszeit die Uberstande
aufgenommen.

Die Messung von IL-8 aus den Uberstanden erfolgte mittels eines spezifischen ELISA von BD

Biosciences und nach Protokoll des Herstellers, welches hier nicht extra aufgefuhrt wird.
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4.2.4.2 Isolierung von Gesamt- und fraktionierten Proteinextrakten

- Gesamtproteinextraktion

Nach erfolgter Stimulation der BEAS-2B-Zellen wurde das Medium abgesaugt und die Zellen
zwei Mal mit je 2 ml eiskaltem Phosphoproteinwaschpuffer gewaschen. Es folgten Zelllyse und
Abschaben der Zellen auf Eis mit 100 yl Lysepuffer. Die Proben wurden 10 Minuten zentrifugiert
(4 °C, 13.000 rpm), um die losliche Proteinfraktion zu gewinnen. Die Uberstande wurden
abgenommen und eine Proteinbestimmung nach Bradford durchgefiihrt. Die Lagerung erfolgte
bei -20°C.

- Fraktionierte Extraktion von zytosolischen und Kernproteinen

Fur die fraktionierte Proteinextraktion wurden die Zellen eines konfluenten Monolayers mit
Phosphatproteinwaschpuffer gewaschen, pro 6-Loch-Platte in 100 pl Lysepuffer sieben Minuten
auf Eis inkubiert und bei 12000 g fiir drei Minuten zentrifugiert. Der Uberstand, welcher die
zytosolischen Proteine enthalt, wurde in ein neues Reaktionsgefal3 gegeben. Das Pellet wurde
mit 50 pl Gesamtproteinextraktionslysepuffer versetzt, sieben Minuten auf Eis inkubiert und drei
Minuten bei 25000 g zentrifugiert. Der Uberstand enthalt nun die Kernproteinfraktion und wurde

bei -80°C eingefroren.

- Proteinextraktion aus humanen Lungengewebeproben

Zur Aufarbeitung der mit dem Virus beimpften Proben wurden diese initial in flissigen Stickstoff
gegeben. Den Proben wurden leere Matrixréhrchen zugeordnet, diese auf Eis gelagert und 750
pl Westernblotlysepuffer zugegeben. Anschliel3end wurden die gefrorenen Gewebestiicke in die
Matrixrohrchen tberfiihrt, aufgetaut und mittels FastPrep®-24 im Kihimodus 4x30 Sekunden
bei 6 m/s homogenisiert. Es folgte eine weitere Zentrifugation bei 4°C und 13.000 rpm Uber
zehn Minuten. Die resultierenden Uberstande wurden abgenommen und erneut mit gleichen
Kennzahlen zentrifugiert. Die so erhaltenen Proteinlésungen konnten nun der

Proteinbestimmung nach Bradford zugefiihrt werden.

4.2.4.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Das in dem Lysat vorhandene Protein wurde durch ein BioRad Protein-Assay nach Bradford
quantifiziert. Dieses Verfahren nutzt die Tatsache, dass der Farbstoff Comassie Brilliant Blue
sein Absorptionsmaximum von 465 nm zu 595 nm verlagert, wenn er basische und aromatische
Aminosauren bindet. Nach 5-minutiger Inkubation von 5 ul der Proteinlésung in 995 ul der 1:5
verdinnten Farbstofflosung wurde die Absorption bei 595 nm gemessen, wobei eine Kivette
mit 1 ml der 1.5 verdinnten Farbstofflésung ohne Protein zur Eichung des Spektralphotometers

diente.
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4.2.4.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Das Trenngel (7-16%) wurde zwischen zwei Glasplatten, die in eine GelgielRvorrichtung (Firma
BioRad) eingespannt waren, gegossen und mit Ethanol Uberschichtet. Nach Polymerisation
konnte das Ethanol entfernt und das Sammelgel gegossen werden, in welches Kamme zur
spateren Probenbeladung eingefihrt wurden. Nach vollstandiger Auspolymerisation wurden die
Glasplatten in eine Elektrophoresekammer eingespannt, mit Laufpuffer gefiillt und 60-200 ug
Protein in die Geltaschen geladen. Die Proben wurden zuvor im Verhéltnis 1:1 bzw. 1:4 mit
Gelladepuffer + 5% R-Mercaptoethanol versetzt und funf Minuten bei 95°C unter Schutteln
erhitzt. Zur Molekulargewichtsbestimmung wurde ein Proteinmarker (RainbowTM der Firma
Amersham) aufgetragen. Der Sammelgellauf erfolgte bei einer konstanten Spannung von 8
V/cm, der Trenngellauf bei 15 V/cm. Hatte der Bromphenolfarbstoff das untere Ende des Gels
erreicht, wurde die Elektrophorese gestoppt. Im Anschluss wurden die separierten Proteine im
Gel auf eine Membran transferiert.

4.2.45 \Western blot

Das Gel wurde nach erfolgter Elektrophorese aus der Elektrophoresekammer entnommen und
auf eine Hybond-Nitrozellulosemembran aufgelegt. Um die Gel-Membranvorrichtung wurde ein
Sandwich gebildet, in dem drei in Blotpuffer getrédnkte Lagen 3M-Whatman-Filterpapiere je
Seite und die Blotvorrichtung gemaf? Herstellerangabe angewendet wurden.

Zum Proteintransfer wurde das Sandwich in die Blotkammer eingesetzt und zusammen mit
eiskaltem Blotpuffer bei 100 V und 4°C fur eine Stunde geblottet.

Zur Abséttigung unspezifischer Bindungen wurde die Membran mit Blockpuffer fiir drei Stunden
unter leichten Schwenkbewegungen inkubiert. Danach wurde sie Uber 2-16 Stunden bei
Raumtemperatur mit dem entsprechenden priméren Antikorper in Blockpuffer inkubiert. Nach
dreimaligem, jeweils 10-minitigem Waschen (PBS + 0,1% Tween20) wurde fir eine Stunde bei
Raumtemperatur ein gegen die Spezies des primaren Antikorpers gerichteter sekundarer
Antikorper eingesetzt. Die sekundaren Antikdrper wurden durch zweimaliges Waschen mit PBS
+ 0,1% Tween20 und einmaliges Waschen mit PBS von der Blotmembran entfernt. Die am
primaren Antikbrper gebundenen, mit IRDye800 oder Cy5.5 markierten sekundaren Antikorper
wurden mit einem speziellen lasergestiitzten System (Odyssee Infrared Imaging System)

detektiert und mit einer entsprechenden Software nach den Herstellervorgaben bearbeitet.

4.2.4.6 Konfokalmikroskopie

Die auf Glasplattchen in 24-Loch-Zellkulturschalen ausgesaten Zellen wurden nach Ablauf der
Infektionszeit mit 3%igem PFA fur 20 Minuten bei Raumtemperatur fixiert und anschlieRend mit
1%igem Triton 15 Minuten bei Raumtemperatur permeabilisiert. Nach 30-minttigem Blocken mit

5%igem Serum wurde S. pneumoniae R6x mit einem spezifischen priméaren Antikorper
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angefarbt und dieser anschliel3end mit einem sekundaren Antikorper detektiert. Zellulares Aktin
wurde mit Phalloidin fir 30 Minuten bei Raumtemperatur angefarbt. Zwischen allen Schritten,
aulB3er nach dem Blocken, erfolgte ein dreimaliges Waschen mit PBS. Die so behandelten
Praparate wurden auf Objekttrager mit Eindeckelmedium verbracht, mit Nagellack versiegelt
und bis zum Mikroskopieren bei 4°C gelagert. Die mikroskopische Auswertung erfolgte mit dem
konfokalen Laserscanning Mikroskop (Zeiss LSM5 Pascal) und der dazugehérigen Software

LJAxioVision®.

4.2.5 Statistik

Alle dargestellten Experimente wurden mindestens dreimal erfolgreich durchgefuhrt. Die
gewonnenen Daten wurden — falls erforderlich — mit Hilfe des Shapiro Wilk Tests auf
Normalverteilung gepruft.

Die anschlielRend zur statistischen Analyse verwendeten Tests waren ,One-way-ANOVA® und
.Newman Keuls post-Test* fir ELISA-Daten sowie ,Two-way-ANOVA* und ,Bonferroni post-
Test“ fur das Adhasionsassay. Im Rahmen eines statistischen Gutachtens wurde fur die
Abbildung 5-6 eine nicht parametrische ANOVA nach Brunner durchgefuhrt. Unterschiede
wurden ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als 5% (*p < 0,05); 1% (**p < 0,01) und
0,1% (***p < 0,001) als signifikant betrachtet und zeigen den Vergleich zur Kontrolle.

Zur Erstellung der Diagramme und fliir die Berechnung der Mittelwerte, Standardfehler und
Signifikanzen wurde das Programm PRISM5.0 (Graph Pad Prism®) verwendet. Die Mittelwerte
und Standardabweichungen stammen von drei unabhéngig voneinander durchgefuhrten
Experimenten. Die Abbildungen von Western blot, PCR und Konfokalmikroskopie zeigen jeweils
reprasentative Gele und Bilder von wenigstens drei unabhéngig voneinander durchgefuhrten

Wiederholungen mit gleichem Ergebnis.
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5 ERGEBNISSE

Bereits seit der Zeit der Spanischen Grippe ist bekannt, dass Pneumokokkenpneumonien
vermehrt nach viraler Infektion, z.B. durch Influenza auftreten (Muir and Wilson, 1919). Fast ein
Jahrhundert spater muss McCullers festhalten, dass “die Rezeptoren, die Pneumokokkus nutzt
um zu adhérieren und die Lunge zu besiedeln, gegenwartig unbekannt sind” (McCullers, 2006).
Die einzige Ausnahme stellt bislang der platelet-activating factor receptor (PAFr) dar, dessen
tatsachliche Rolle bei der Genese der Pneumonie, zumal der postviralen Pneumonie, jedoch
umstritten ist (Cundell et al., 1995, McCullers et al., 2008, van der Sluijs et al., 2006).
Ausgehend von der Hypothese des lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1 (LOX-
1) als weiteren Adhasionsrezeptor flr Streptococcus pneumoniae sollte dessen Rolle bei der

Pathogenese der postviralen Pneumokokkenpneumonie untersucht werden.

5.1 BEAS-2B-Zellen exprimieren LOX-1

Die pulmonale Expression von LOX-1 ist bislang kaum untersucht. Lediglich eine
Veroffentlichung beschreibt die Expression von LOX-1 auf immortalisierten (16 HBE) und
priméren (HBEC) bronchialen Epithel- sowie auf BEAS-2B-Zellen (Dieudonne et al., 2012). Auf
der alveolaren Epithelzelllinie A549 hingegen wird LOX-1 nicht exprimiert (Yamanaka et al.,
1998). Entsprechend sollte in einem initialen Experiment Uberpriift werden, ob an BEAS-2B-
Zellen der Nachweis von LOX-1 mdglich ist. Die LOX-1 Expression wurde dabei sowohl an nicht
stimulierten als auch — in einem Zeitreihen-Infektionsversuch — an mit S. pneumoniae R6x
infizierten Zellen mittels Western blot Uberprift. Wie aus Abbildung 5-1 ersichtlich, exprimieren
BEAS-2B-Zellen bereits in unstimuliertem Zustand LOX-1. Daruber hinaus kann nach einer
Infektionszeit von 120 und 240 Minuten ein deutlicher Anstieg des Proteins beobachtet werden.
In diesem Versuch wurde gezeigt, dass BEAS-2B-Zellen LOX-1 exprimieren und die Expression

durch Infektion mit S. pneumoniae R6x zunimmt.
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Abbildung 5-1: S. pneumoniae induziert LOX-1 auf BEAS-2B-Zellen

BEAS-2B-Zellen wurden Uber eine, zwei und vier Stunden mit S. pneumoniae R6x infiziert. Die dadurch
induzierten Veranderungen auf die LOX-1 Expression wurden mittels Western blot Verfahren analysiert. Der
Nachweis erfolgte aus dem Gesamtproteinlysat Uber spezifische Antikdrper fir LOX-1. Zur Kontrolle einer
gleichmaRigen Beladung wurde im Western blot das konstant exprimierte 3-Aktin detektiert. Die unstimulierte
Kontrolle wurde nur mit BEAS-2B Medium versetzt.

52



ERGEBNISSE

5.2 Stimulation von bronchialen Epithelzellen mit Toll-like Rezeptor 3 und
7 Agonisten steigert die Expression von LOX-1

Die LOX-1 Expression auf Neutrophilen ist zum Teil abhangig von der Aktivierung der Toll-like
Rezeptoren 2 und 4 (Wu et al.,, 2011). Die fur eine Pneumokokkenpneumonie pradispo-
nierenden Viren hingegen werden von bronchialem Epithel unter anderem durch die Toll-like
Rezeptoren (TLR) 3 und 7 erkannt (Pang and Iwasaki, 2011, Alexopoulou et al., 2001). Ob dies
einen Einfluss auf die LOX-1 Expression hat, ist bislang nur unvollstandig untersucht: Auf dem
Zelltypus 16 HBE hatte eine Konzentration an Poly I:C von 10ug/ml keine Auswirkungen auf die
LOX-1 Expression (Dieudonne et al., 2012). Deshalb sollte durch den Einsatz unterschiedlicher
Konzentrationen der Agonisten Poly I:C fir TLR3 und Resiquimod fur TLR7 untersucht werden,
ob die Aktivierung dieser TLRs die Expression von LOX-1 auf bronchialen Epithelzellen
beeinflusst.

Dazu wurden BEAS-2B-Zellen dber vier Stunden mit Poly I:C und Resiquimod in
unterschiedlichen Konzentrationen stimuliert und die Auswirkungen der Stimulation auf die
LOX-1 Expression mittels Western blot Verfahren untersucht.

BEAS-2B-Zellen, die mit einer Poly I:C Konzentration von 100 ug/ml versetzt wurden, zeigten
einen Anstieg des Proteingehalts an LOX-1. Resiguimod wirkte unabhéngig von der
eingesetzten Konzentration als starker Induktor von LOX-1 (s. Abbildung 5-2).

In diesem Versuch konnte gezeigt werden, dass die LOX-1 Expression auf BEAS-2B-Zellen

durch Aktivierung der Toll-like Rezeptoren 3 und 7 verstarkt wird.
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Abbildung 5-2: Stimulation von bronchialen Epithelzellen mit Agonisten der Toll-like Rezeptoren 3
und 7 steigert die Expression von LOX-1

BEAS-2B-Zellen wurden vier Stunden mit Poly 1:C und Resiquimod in zwei verschiedenen
Konzentrationen stimuliert. Die dadurch induzierten Veranderungen auf die LOX-1 Expression wurden
mittels Western blot Verfahren analysiert. Der Nachweis erfolgte aus dem Gesamtproteinlysat Gber
spezifische Antikdrper fir LOX-1. Zur Kontrolle einer gleichmaiigen Beladung wurde im Western blot das
konstant exprimierte B-Aktin detektiert. Die unstimulierte Kontrolle wurde nur mit BEAS-2B Medium
versetzt.
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5.3 LOX-1dient S. pneumoniae R6x an BEAS-2B-Zellen als
Adhasionsrezeptor

Die molekulare Mimikry von oxLDL und S. pneumoniae (s. Abbildung 3-7) deutet auf eine
mdgliche Rolle von LOX-1 als Adhasionsrezeptor fir S. pneumoniae hin. An aortalen
Rinderendothelzellen (BAEC) konnte durch Adhésion des grampositiven Bakteriums
Staphylococcus aureus an LOX-1 zudem nachgewiesen werden, dass LOX-1 bakterielle
Liganden prinzipiell binden kann (Shimaoka et al., 2001). Daher sollte geprtft werden, ob LOX-
1 als Adhasionsrezeptor fiir S. pneumoniae an humanen Bronchialepithelzellen dient.

5.3.1 Beas-2B-Zellen binden nach LOX-1 Knockdown weniger S. pneumoniae

Die Expression von LOX-1 in BEAS-2B-Zellen wurde durch den Einsatz spezifischer siRNA
gehemmt. Diese Zellen wurden mit S. pneumoniae R6x infiziert und deren Adh&sion untersucht.
Zum Vergleich wurde der fur Pneumokokken bereits beschriebene Adhasionsrezeptor PAFr
herangezogen.

Die Expression von LOX-1 und PAFr konnte durch den Einsatz der spezifischen siRNA deutlich
reduziert werden (s. Abbildung 5-3 A, B). Im Adhasionsassay zeigte sich, dass an Zellen mit
LOX-1 Knockdown nach 30 Minuten signifikant weniger Bakterien adhérierten (p<0,001) als an
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Abbildung 5-3: BEAS-2B-Zellen binden nach LOX-1 Knockdown weniger S.p. R6x

BEAS-2B-Zellen wurden mit spezifischer siRNA oder Kontroll-siRNA (C-siRNA) fur 72 Stunden versetzt.
Der Nachweis der transienten Transfektion erfolgte mittels Western blot (A, B). Die Beladungskontrolle
wurde sowohl fur LOX-1-siRNA (A) als auch fur PAFr-siRNA (B) durch das konstant exprimierte 3-Aktin
gewabhrleistet. Die BEAS-2B-Zellen wurden Uber 30, 60, 120 oder 240 Minuten mit 1x10" Kolonie-
bildenden Einheiten (CFU)/ml Streptococcus pneumoniae R6x (S.p. R6x) infiziert, anschlie3end
gewaschen und lysiert. Das Lysat wurde auf Blutagarplatten aufgetragen, welche tber Nacht bei 37°C
inkubiert wurden. Identifizierbare CFUs von S.p. R6x wurden gezadhlt und zu den Zahlen der
Kontrollgruppe (100%) ins Verhdltnis gesetzt. Die Graphen C bis E beschreiben das Verhéltnis der
Kolonie-bildende Einheiten der mit siRNA versetzten Zellen gegentber der Kontrollgruppe, wobei in C
LOX-1-siRNA, in D PAFr-siRNA und in E LOX-1-siRNA sowie PAFr-siRNA eingesetzt wurden.
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Kontrollzellen. Im weiteren zeitlichen Verlauf der Pneumokokkeninfektion gab es keine
signifikanten Unterschiede zwischen den mit LOX-1-siRNA behandelten Zellen und
Kontrollzellen (s. Abbildung 5-3 C).

Ahnliche Ergebnisse zeigte der Knockdown des PAF-Rezeptors. Auch hier konnte nach 30
Minuten eine signifikant (p<0,05) verminderte Adhasion von S. pneumoniae R6x an den mit
PAFr-siRNA versetzten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen beobachtet werden. Im
weiteren Verlauf erfolgte eine Annaherung beider Adhésionskurven (s. Abbildung 5-3 D). Der
kombinierte Einsatz beider spezifischen siRNAs zeigte eine signifikant (p<0,05 bzw. p<0,01)
verminderte Adhasion bei 120 bzw. 240 Minuten (s. Abbildung 5-3 E).

5.3.2 LOX-1 Uberexprimierende BEAS-2B-Zellen binden mehr S. pneumoniae

5.3.2.1 Adhéasionsassay

Um die in Abbildung 5-3 beobachteten Ergebnisse zu verifizieren, wurde das bakterielle
Adhasionsverhalten zusatzlich bei einer Uberexpression von LOX-1 untersucht. Die BEAS-2B-
Zellen wurden hierzu mit einem LOX-1 Plasmid transfiziert. Die Erfolgskontrolle erfolgte im
Western blot Verfahren (s. Abbildung 5-4 A). AnschlieBend wurde die Adhasion von S.
pneumoniae an den Zellen mit LOX-1 Uberexpression bzw. an Kontrollzellen untersucht.

Dabei zeigte sich bei 240 Minuten mit einem p<0,01 ein signifikanter Anstieg der Adh&sion von
S. pneumoniae an BEAS-2B-Zellen nach Uberexpression von LOX-1 (s. Abbildung 5-4 B).
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Abbildung 5-4: Nach transienter Transfektion von LOX-1 Plasmiden binden BEAS-2B-Zellen
vermehrt S. pneumoniae R6x

Der Nachweis der transienten Transfektion erfolgte mit Hilfe des Western blot Verfahrens unter
Verwendung verschiedener Konzentrationen von LOX-1 Plasmid. Zur Kontrolle gleichmaRiger Beladung
wurde konstant exprimiertes [3-Aktin detektiert (A). BEAS-2B-Zellen wurden Uber 24 Stunden mit 3 pg
LOX-1 Plasmid versetzt und anschlieBend mit S. pneumoniae R6x (S.p. R6x) infiziert. Jeweils nach 30,
60, 120 und 240 Minuten wurden die Zellen gewaschen, lysiert und auf Blutagarplatten aufgetragen,
welche Uber Nacht inkubiert wurden. AnschlieBend erfolgte die Z&hlung der Kolonie-bildenden Einheiten
(CFUs) von S.p. R6x als Korrelat der urspriinglich an BEAS-2B-Zellen gebundenen oder endozytierten
Pneumokokken. Die Anzahl der gezéhlten CFUs nach transienter Transfektion von LOX-1 Plasmid sind
im Graphen prozentual zu der Anzahl der CFUs der Kontrollgruppe aufgetragen (B).
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5.3.2.2 Konfokalmikroskopie

Um ein optisches Korrelat der oben aufgefiihrten Ergebnisse zu erhalten wurden diese mittels
Konfokalmikroskopie erneut geprift. Nach erfolgreicher Transfektion von LOX-1 Plasmid und
Ende der vierstiindigen Infektion mit S. pneumoniae wurden die BEAS-2B-Zellen gewaschen
und anschlieBend fir die Immunfluoreszenzmikroskopie weiterbehandelt. Mit Hilfe eines
speziellen Antikbrpers gegen S. pneumoniae konnten die Pneumokokken auf der Zelloberflache
visualisiert und gezahlt werden.

An BEAS-2B-Zellen mit gesteigerter LOX-1 Expression adharierten im Mittel 57% mehr
Pneumokokken an der Zelloberflache als an Kontrollzellen.
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Abbildung 5-5: Mit LOX-1 Plasmid transfizierte BEAS-2B-Zellen binden vermehrt S.p. R6x
BEAS-2B-Zellen wurden mittels transienter Transfektion eines LOX-1 Plasmids auf eine vermehrte
Expression desselben programmiert (hLOX-1). Nach 24 Stunden erfolgte die Infektion mit 1x10’ CFU/m
S.pneumoniae R6x (S.p. R6x) und nach weiteren vier Stunden wurden die Zellen gewaschen, fixiert sowie
mit Antikdérpern versetzt um anschlieBend unter dem Konfokalmikroskop auf den Besatz an S.p. R6x
Uberpruft zu werden. A beschreibt das prozentuale Verhéltnis der gebundenen Kokken der hLOX-1
Gruppe zur unbehandelten Kontrollgruppe. Reprasentative Bilder sind unter B aufgefihrt.

Zusammenfassend zeigen die Knockdown- und Uberexpressionsversuche von LOX-1 an

BEAS-2B-Zellen, dass LOX-1 als Adhasionsrezeptor fir S. pneumoniae fungiert.
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5.4 Poly I:C und Resiquimod haben keinen signifikanten Effekt auf die
Adhasion von S. pneumoniae an BEAS-2B-Zellen

Nachdem jeweils isoliert gezeigt werden konnte, dass 1) TLR3 und TLR7 Agonisten die LOX-1
Expression verstarken (Abbildung 5-2) und 2), LOX-1 ein Adhasionsrezeptor fiir Streptococcus
pneumoniae R6x an BEAS-2B-Zellen darstellt (Abbildung 5-3 bis 5-5), sollte nachfolgend direkt
geprift werden, ob es nach Aktivierung von TLR3 und TLR7 zu einer verstarkten Adhasion von
S. pneumoniae an humanen Bronchialepithelzellen kommit.

Dazu wurden bronchiale Epithelzellen mit den TLR3 bzw. TLR7 Agonisten Poly I:C und
Resiquimod vorstimuliert. AnschlieRend erfolgte die Infektion dieser Zellen mit S. pneumoniae
und die Quantifizierung der resultierenden Kolonie-bildende Einheiten (CFUs) im
Adhéasionassay.

Es zeigte sich, dass die Adhasion von S. pneumoniae an BEAS-2B-Zellen durch eine
vierstiindige Vorinkubation mit dem TLR3 Agonisten Poly I:C nicht signifikant gesteigert werden
konnte (Abbildung 5-6 A).

Im analogen Versuch mit dem TLR7 Agonisten Resiquimod konnte ebenfalls ein Trend zu

vermehrter Adhasion ohne Nachweis von Signifikanz gemessen werden (Abbildung 5-6 B).
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Abbildung 5-6: Einfluss von Toll-like Rezeptor 3 und 7 Agonisten auf die Adh&sion von S.p. R6x an
BEAS-2B- Zellen

BEAS-2B-Zellen wurden vier Stunden mit den TLR Agonisten Poly I:C, 100 pg/ml (A), oder Resiquimod, 10
pa/ml (B), versetzt, anschlieend mit 1x10" CFU/mI Streptococcus pneumoniae R6x (S.p. R6x) infiziert und
nach 30, 60, 120 oder 240 Minuten gewaschen und lysiert. Ein Teil des Lysats wurde auf eine Blutagarplatte
aufgetragen. Nach Inkubation Uber Nacht wurden die Platten auf die Anzahl S.p. R6x Kolonie-bildender
Einheiten (CFUs) untersucht und zur Kontrollgruppe ins Verhdltnis gesetzt. Die Kontrollgruppe bestand aus
unbehandelten, mit S.p. R6x infizierten BEAS-2B-Zellen und wurde als Referenz (100%) herangezogen.
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5.5 Die IL-8 Regulation bei Infektion mit S. pneumoniae ist abhangig von
LOX-1

Der platelet-activating factor receptor wurde als erster Adhasionsrezeptor fir S. pneumoniae
beschrieben. Obwohl S. pneumoniae diesen G-Protein gekoppelten Rezeptor zur Adhasion und
Translokation nutzt, wird dabei keine PAFr-vermittelte Signaltransduktion in Gang gesetzt
(Cabellos et al., 1992, Cundell et al., 1995, Fillon et al., 2006).

LOX-1 hingegen st ein Transmembranrezeptor und vermittelt Uber verschiedene
Signalkaskaden die Aktivierung von NF-kB und folglich u.a. die Sekretion inflammatorischer
Zytokine (Dunn et al., 2008). Ob LOX-1 an bronchialem Epithel neben seiner Funktion als
Adhéasionsrezeptor auch die Inflammationsvermittlung einer S. pneumoniae Infektion
beeinflusst, sollte anhand eines IL-8 Assays mit BEAS-2B-Zellen nach LOX-1 Knockdown
untersucht werden.

Dazu wurden bronchiale Epithelzellen mit spezifischer LOX-1-siRNA transfiziert und nach
Infektion mit S. pneumoniae die IL-8 Konzentrationen der Uberstande mittels ELISA analysiert.
Die Konzentrationen an Interleukin zeigten sich hierbei von der LOX-1 Expression abhangig: Mit
LOX-1-siRNA versetzte Zellen hatten nach Pneumokokkeninfektion statistisch hochsignifikant
weniger IL-8 sezerniert als die Kontrollzellen (Abbildung 5-7; p<0,001).

Im Gegensatz zum PAF-Rezeptor dient LOX-1 nicht nur als Adhasionsrezeptor, sondern
beeinflusst zusatzlich die inflammatorische Reaktion bronchialer Epithelzellen auf eine S.

pneumoniae Infektion.
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Abbildung 5-7: LOX-1 ist an der Inflammationsvermittlung beteiligt

BEAS-2B-Zellen wurden tber 72 Stunden entweder mit Kontroll-siRNA (C-siRNA) oder mit spezifischer
LOX-1-siRNA transfiziert. AnschlieRend erfolgte eine vierstiindige Infektion der Zellen mit 1x10" CFU/m
S. pneumoniae R6x (S.p. R6x). Mittels ELISA wurde die IL-8 Antwort der Uberstande gemessen. Die mit
(-) markierten Saulen bezeichnen die mit jeweiliger SIRNA behandelten, nicht infizierten Leerwerte.
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5.6 LOX-1 wird auf humanem Lungengewebe durch ex vivo Infektion mit
einem Influenza A Virus vermehrt exprimiert

Fur LOX-1 sind an Rinderendothelzellen (BAEC) sowie ECV-304 verschiedene Faktoren als
Induktoren beschrieben worden, darunter TNFa, Scherkréafte sowie das Herpes-simplex-Virus 1
(Kume et al.,, 1998, Murase et al., 1998, Chirathaworn et al., 2004). Uber die Auswirkungen
echter viraler Infektionen auf die Expression von LOX-1 in humanem Lungengewebe gibt es
bislang jedoch keine Erkenntnisse.

Daher sollte zunachst untersucht werden, ob eine Influenzainfektion humanen Lungengewebes
einen Einfluss auf die Expression von LOX-1 ausibt. Zum Vergleich wurde die Expression des
PAF-Rezeptors (PAFr) nach einer Infektion herangezogen.

Hierzu wurde humanes Lungengewebe durch Biopsien gewonnen und mit einem Influenza
A/Panama H3N2 Stamm infiziert. AnschlieRend erfolgte die Homogenisierung und Lyse der
humanen Proben. Mit Hilfe spezieller Antikorper wurden LOX-1- sowie PAFr- Protein im
Western blot detektiert. Dabei zeigte sich, dass die Infektion der humanen
Lungengewebeproben mit Influenza zu einem deutlichen Anstieg an LOX-1 Protein fihrte
(Abbildung 5-8 A). Die Influenzainfektion zeigte im Gegensatz dazu keinen Einfluss auf die
Expression des PAF-Rezeptors (Abbildung 5-8 B).

In diesem Versuch konnte erstmals gezeigt werden, dass die Expression von LOX-1 in

humanem Lungengewebe durch Infektion mit einem Influenzavirus induziert werden kann.
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Abbildung 5-8: LOX-1 wird auf humanem Lungengewebe durch ex vivo Infektion mit einem
Influenza A Virus vermehrt exprimiert

Humane Lungenbioptate von im Mittel 110mg Gewicht wurden mit einem Influenza A/Panama/2007/1999
(H3N2) Stamm Uber eine Stunde infiziert (8xlO5 Plague Forming Units pro ml) und 24h inkubiert,
anschlieRend mittels FastPrep Verfahren lysiert und im Western blot mit spezifischen Antikdrpern auf die
Expression von LOX-1 (A) bzw. PAFr (B) untersucht. Eine gleichmaflige Beladung wurde durch die
konstant exprimierten Proteine R-Aktin (A) bzw. Extracellular-signal Regulated Kinase 2 (ERK2, B)
kontrolliert. Die unstimulierte Kontrolle wurde nur mit RPMI Kulturmedium versehen.
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Zusammenfassend konnte fur humane bronchiale Epithelzellen gezeigt werden, dass LOX-1 an
BEAS-2B-Zellen exprimiert und die Expression dieses Transmembranrezeptors durch die
Aktivierung der Toll-like Rezeptoren 3 und 7 gesteigert wird. LOX-1 wirkt zudem als
Adhéasionsrezeptor fir S. pneumoniae. Nach Aktivierung von TLR3 bzw. TLR7 konnte hingegen
keine vermehrte Adhasion an BEAS-2B-Zellen gemessen werden. Interessanterweise besitzt
LOX-1 als Stimulator der IL-8 Sekretion gegentber einer S. pneumoniae Infektion zudem
immunmodulatorische Kapazitat. AbschlieBend zeigte die Infektion von humanen

Lungenbioptaten einen Anstieg des LOX-1 Signals.

60



DISKUSSION

6 DISKUSSION

Die postvirale Pneumokokkenpneumonie ist eine haufige Komplikation respiratorischer
Virusinfektionen und geht mit einer erhdhten Morbiditdt und Mortalitdt einher. Obwohl
verschiedene Hypothesen zum Synergismus von viraler Infektion und konsekutiver
Superinfektion mit S. pneumoniae aufgestellt wurden, konnte bislang kein Rezeptor eindeutig
identifiziert werden, der Pneumokokken die Adhasion und Invasion des Wirtes nach einer
viralen Infektion erleichtert (McCullers, 2006).

In der vorliegenden Arbeit konnten an humanen Bronchialepithelzellen (BEAS-2B) wichtige
Erkenntnisse gesammelt werden, die den lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1
(LOX-1) als weiteren Adhasionsrezeptor fir S. pneumoniae in den Fokus ricken. Die
Expression von LOX-1 konnte durch Stimulation mit synthetischen Agonisten der Toll-like
Rezeptoren (TLR) 3 und 7 gesteigert werden. Uberraschenderweise fiihrte diese Stimulation
jedoch nicht zu einer vermehrten Adhasion der Pneumokokken. Im Gegensatz zum eingangs
dargestellten platelet-activating factor receptor (PAFr) hat LOX-1 aufgrund seines Einflusses auf
die Sekretion von IL-8 zudem eine immunmodulatorische Funktion. AbschlieRend konnte
gezeigt werden, dass die Expression von LOX-1 in humanem Lungengewebe durch eine ex

vivo Infektion mit einem Influenza A Virus ansteigt.

6.1 BEAS-2B-Zellen exprimieren LOX-1

In einem initialen Experiment konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die als Modell
dienenden BEAS-2B-Zellen tatsachlich LOX-1 exprimieren und die Expression nach Infektion
mit S. pneumoniae R6x ansteigt. Dieses Ergebnis wird gestiitzt von der Arbeit von (Dieudonne
et al., 2012), in welcher der Nachweis von LOX-1 auf immortalisierten (16 HBE) und primaren
(HBEC) bronchialen Epithelzellen sowie auf BEAS-2B-Zellen ebenfalls gelang.

Eine mogliche Erklarung fir die im Zeitreihen-Infektionsversuch beobachtete Induktion der
LOX-1 Expression nach 120 und 240 Minuten Inkubation mit S. pneumoniae R6x liegt in der
Freisetzung von TNF-a. Bereits in mehreren Verdéffentlichungen wurde eine Zunahme der LOX-
1 Expression durch TNF-a beschrieben (s. Kapitel 3.4.2.2). S. pneumoniae wird Uber TLR2
(Lipoproteine) und TLR4 (Pneumolysin) erkannt, dariber hinaus kann S. pneumoniae DNA mit
CpG Motiv von endosomalen TLR9 detektiert werden. Die Signalwege aller drei TLRs fiihren
Uber das Adapterprotein MyD88 zur Aktivierung von NF-kB und Freisetzung von TNFa (Koppe
et al.,, 2011). Dass dies nicht nur beim Wildtypen sondern auch beim hier verwendeten
Pneumokokkenstamm S. pneumoniae R6x der Fall ist, wurde ebenfalls bereits gezeigt (Koppe
et al., 2011). Die gesteigerte Expression von LOX-1 kénnte also durch eine S. pneumoniae

vermittelte TNFa Freisetzung erfolgen.
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6.2 Stimulation von bronchialen Epithelzellen mit Toll-like Rezeptor
Agonisten 3 und 7 steigert die Expression von LOX-1

Der Idee von LOX-1 als Adhasionsrezeptor folgend, welcher nach viraler Infektion hochreguliert
werden musste, wurden als nachstes die Auswirkungen von TLR3 und TLR7 Agonisten auf die
LOX-1 Expression untersucht. Aus Abbildung 5-2 dieser Arbeit ist nun ersichtlich, dass die
LOX-1 Expression auf BEAS-2B-Zellen durch eine vierstindige Stimulation mit 100ug/ml Poly
[:C und 1 bzw. 10pg/ml Resiquimod gesteigert wird.

Bislang ist nur wenig Uber die Auswirkung viraler Infektionen bzw. von TLR3 oder TLR7
Agonisten auf die Expression von LOX-1 bekannt. Die wenigen Studien stitzen das
beschriebene Ergebnis jedoch. So konnte an einer endothelialen Zelllinie (vgl. Tabelle 3-4)
durch eine Herpes simplex Virus 1 Infektion bereits nach 120 Minuten eine Induktion von LOX-1
MRNA beobachtet werden (Chirathaworn et al., 2004). Des Weiteren wurde an bronchialen
Epithelzellen keine nennenswerte Steigerung der LOX-1 Expression nach Stimulation mit Poly
I:C in einer Konzentration von 10 pg/ml beobachtet (Dieudonne et al., 2012). Dies entspricht
den Resultaten in der vorliegenden Arbeit. Ein messbarer Effekt trat erst bei 100ug/ml Poly I:C
auf (Abbildung 5-2).

Poly I:C fuhrt als Agonist von TLR3 an bronchialen Epithelzellen tGber die Aktivierung von NF-kB
und IRF3 u.a. zu einer erhéhten Sekretion von IL-6 und IL-8 (Ritter et al., 2005). In mehreren
Studien reichte die Stimulation von bronchialen Epithelzellen mit niedrigen Konzentrationen an
Poly I:C bereits aus, um ein signifikant erhéhtes Inflammationssignal messen zu kénnen (s.
Tabelle 6-1). Zur Induktion von LOX-1 via TLR3 ist also eine wesentlich starkere
Ligandenkonzentration erforderlich als zur Vermittlung eines inflammatorischen Effektes. Zu
beachten ist ebenfalls, dass synthetisches Poly I:C einen starkeren Aktivator von TLR3 darstellt
als virale dsRNA (Lai et al., 2011). Daher sollte zur Bestatigung der Ergebnisse der Versuch mit

Viren bzw. einem in vivo Setting wiederholt werden.

Tabelle 6-1: Poly I:C Stimulation mit konsekutiv signifikant erhéhtem Inflammationssignal

Poly I:C Konzentration Zelltyp Interleukin 1 Referenz

0,5ug/ml BEAS-2B IL-6 (Lai et al., 2011)
1,0 pg/ml BEAS-2B IL-8 (Koarai et al., 2010)
10 pg/ml SAEC IL-8 (Ritter et al., 2005)

Die Auswirkungen einer Virusinfektion auf die LOX-1 Expression in vivo ist bislang nicht
adressiert worden. Werden Mause intraperitoneal jedoch mit LPS inkubiert, ist bereits nach 30
Minuten ein deutlich gesteigertes LOX-1 Signal in der Mauselunge messbar (Zhang et al.,
2009). Die mit der Erkennung von LPS verbundene Aktivierung von TLR4 miindet dabei in der
Induktion von NF-kB (Medzhitov and Janeway, 2000). Eine Infektion von BEAS-2B-Zellen mit

einem Influenza A Virus fuhrt TLR3-abhéangig ebenfalls Uber die Aktivierung von NF-kB zur
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Sekretion inflammatorischer Zytokine (Le Goffic et al., 2007). Daher besteht die Moglichkeit,
dass verschiedene TLRs uber verwandte Signalwege in der Lage sind, LOX-1 zu induzieren.
Dafur spricht zudem, dass in einem weiteren in vivo Modell neben TLR4 auch die Aktivierung
von TLR2 auf Neutrophilen mit der LOX-1 Expression in Verbindung gebracht wurde (Wu et al.,
2011).

In dieser Arbeit konnte dargestellt werden, dass auch die virale dsRNA sowie ssSRNA
erkennenden Toll-like Rezeptoren 3 und 7 nach Aktivierung zu einer Induktion von LOX-1 auf
BEAS-2B-Zellen fuhren.

6.3 LOX-1 dient S. pneumoniae R6x an BEAS-2B-Zellen als
Adhé&sionsrezeptor

Die Adhasion von S. pneumoniae an die Wirtszellen ist eine entscheidende Voraussetzung bei
der Pathogenese der Pneumokokkenpneumonie (van der Poll and Opal, 2009). Mit PAFr wurde
bereits ein Rezeptor identifiziert, der S. pneumoniae bindet, dessen Rolle bei der Pathogenese
postviraler Pneumokokkenpneumonien sich jedoch widerspriichlich darstellt (vgl. Kapitel 3.5.3).

In der vorliegenden Arbeit konnte LOX-1 als weiterer Adhasionsrezeptor bestimmt werden.

6.3.1 Knockdown mittels sSiRNA

Nach Knockdown von LOX-1 wurde nach 30 Minuten eine verminderte Adhéasion von S.
pneumoniae an BEAS-2B-Zellen nachgewiesen.

Der mittels Western blot aufgezeigte Effekt der transienten Transfektion (Abbildung 5-4 A)
macht deutlich, dass durch den Knockdown keine vollstdndige Abschaltung des LOX-1 Gens
erreicht wurde. Kishimoto und Kollegen konnten jedoch zeigen, dass bereits eine durch siRNA
erreichte Reduktion von LOX-1 mRNA um 13% ausreicht, um LOX-1 spezifische Effekte um
circa 70% zu senken (Kishimoto et al., 2010).

Wahrend in Abbildung 5-3 C (LOX-1) und D (PAFr) nach 30 Minuten Infektionszeit mit S.
pneumoniae ein signifikanter Unterschied in der Adhasion nachgewiesen wurde, stellt sich das
Verhaltnis adharierter Pneumokokken an den anderen Messpunkten nicht signifikant dar. Die
Moglichkeit einer nachlassenden siRNA-Funktion ist jedoch unwahrscheinlich, da die
Zeitspanne, in welcher der siRNA Knockdown seine Wirkung ausibt, das Drei- bis Funffache
der durchschnittlichen Zellverdoppelungszeit betrdgt (McManus and Sharp, 2002). BEAS-2B-
Zellen teilen sich unter optimalen Bedingungen etwa alle drei Tage. Daher ist der siRNA-Effekt
auch bei 60, 120 und 240 Minuten als wirksam zu betrachten (Reddel et al., 1988).

Eine mogliche Erklarung konnte hingegen die bekannte Induktion von PAFr durch S.

pneumoniae sein (Radin et al., 2005, Seki et al., 2009). Mit zunehmender Infektionszeit stlinden
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mehr PAFr Rezeptoren zur Verfigung um Pneumokokken zu binden und so den Einfluss des
ausgeschalteten LOX-1 zu reduzieren.

Bemerkenswert ist, dass die in diesem Versuch angestellten Beobachtungen durch in vivo
Versuche prinzipiell bestarkt werden. In einem Sepsismodell wiesen LOX-1-defiziente Mause
24 Stunden nach Sepsisinduktion signifikant weniger bakterielle Kolonie-bildende Einheiten in
ihren Lungen auf als LOX-1 kompetente Wildtypmause (Wu et al., 2011). Es erfolgte jedoch
keine Identifikation der Bakterien welche den Kolonie-bildenden Einheiten zugrunde lagen.
Obwohl unklar bleibt, warum die signifikanten Adhasionsunterschiede in Abbildung 5-3 C-E zu
unterschiedlichen Zeitpunkten auftraten, weist die Zusammenschau der Ergebnisse auf eine
Adhéasionsfunktion von LOX-1 hin.

6.3.2 Uberexpression mittels LOX-1 Plasmid

Diese Beobachtung unterstiitzend zeigte sich nach Uberexpression von LOX-1 im
Adhasionsassay bei 240 Minuten eine signifikant erhdhte Adhéasion von S. pneumoniae
gegenlber den Kontrollzellen. In der Konfokalmikroskopie konnte bei 240 Minuten optisch
ebenfalls ein deutlicher Trend zu vermehrter Adhasion bei LOX-1 Uberexprimierenden Zellen
beobachtet werden.

Dass LOX-1 grundsatzlich in der Lage ist, Bakterien zu binden, konnte erstmals 2001 gezeigt
werden (Shimaoka et al., 2001). Chinese hamster ovary-K1 (CHO-K1) Zellen, die LOX-1
konstant exprimierten, banden u.a. vermehrt S. aureus. Es folgte der Nachweis, dass ein
Membranprotein von Klebsiella pneumoniae an LOX-1 bindet und schlie3lich wurde Chlamydia
pneumoniae als Ligand identifiziert (Jeannin et al., 2005, Campbell et al., 2012).

In dieser Arbeit wurde nun erstmals gezeigt, dass S. pneumoniae von LOX-1 gebunden wird. In
Kombination mit der Erkenntnis, dass LOX-1 an bronchialen Epithelzellen durch Aktivierung von
TLR3 und TLR7 induziert wird, sind entscheidende Voraussetzungen fur die Bestatigung der
Arbeitshypothese erflillt. Als Rezeptor fir S. pneumoniae, welcher nach viraler Infektion
vermehrt exprimiert wird, ermdglicht LOX-1 Pneumokokken eine leichtere Adh&sion und
Invasion. Mit LOX-1 existiert nun eine Struktur, die die Diskussion nach den Ursachen der
Suszeptabilitdt pulmonalen Gewebes gegeniiber S. pneumoniae nach viraler Infektion um einen

neuen Erklarungsansatz erweitert.

6.4 Poly I:C und Resiquimod haben keinen signifikanten Effekt auf die
Adhé&sion von S. pneumoniae an BEAS-2B-Zellen

In einem nachsten Schritt wurden die bislang gemachten Beobachtungen kombiniert: Mit TLR3

und TLR7 Agonisten stimulierte BEAS-2B-Zellen zeigten jedoch nur eine Tendenz zu
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vermehrter Adhasion von Pneumokokken. Im Vergleich zur unstimulierten Kontrollgruppe
konnte keine statistische Signifikanz gezeigt werden.

Als mogliche Erklarung kénnen systemische, biologische und statistische Faktoren erwogen
werden. Zum einen beinhaltet der aus vielen manuellen Zwischenschritten bestehende
Versuchsablauf (vgl. u.a. 4.2.2.2 und 4.2.2.3) trotz der angestrebten Prézision eine gewisse
Anfalligkeit fur Fehler, beispielsweise bei der Handhabung sehr kleiner Pipettiervolumina. Zum
anderen ist prinzipiell beim Umgang mit biologischem Material wie z.B. der BEAS-2B Zelllinie
oder des Pneumokokkenstammes R6x eine Variabilitat der biologischen Eigenschaften nicht
auszuschlieBen. Die Abbildung 5-6 zugrunde liegende Versuchsanzahl ist mit n=5
vergleichsweise gering. Entsprechend flihren ggf. abweichende Messwerte zu hohen
Standardabweichungen bzw. Standardfehlern und schwachen die statistische Aussagekraft der
Versuchsreihe. Diesbezlglich ist eine hohe Anzahl an durchgefihrten Versuchen
wiinschenswert.

Unabhangig davon bestéatigen Tierversuche, dass TLR3 und TLR7 einen teils entscheidenden
Einfluss auf die bakterielle Ausbreitung in der Lunge nach viraler Infektion haben. Im
Mausmodell verglichen Tian et al. (2012) die Anzahl von S. pneumoniae Kolonie-bildenden
Einheiten in der Lunge von Tieren, die entweder intranasal 50 pg Poly I:C oder lediglich sterile
NaCl-Lésung erhalten hatten und anschlieRend intratracheal mit Pneumokokken infiziert
worden waren. Die Poly I:C Gruppe zeigte signifikant erhdhte pulmonale Bakterienzahlen. Bei
identischem Versuchsaufbau wurde auch im Falle von S. aureus in der Poly I:C Gruppe eine
erhohte bakterielle Belastung der Lungen nachgewiesen. Dass LOX-1 S. aureus ebenfalls
bindet, wurde einleitend bereits erwahnt (Shimaoka et al., 2001).

Im Falle von TLR7 Agonisten konnten (Stegemann-Koniszewski et al., 2013) zeigen, dass TLR7
Knockoutmause nach kombinierter Infektion mit Influenza A und S. pneumoniae im Vergleich zu
Wildtypmausen eine 55fach verminderte Bakterienzahl in den Lungen aufwiesen, ohne dabei
jedoch statistische Signifikanz zu erreichen.

In den zitierten Tierversuchsstudien konnte das schlechtere Abschneiden von Wildtypmausen
gegenuber TLR3- oder TLR7-defizienten Tieren zum Teil durch eine Interferonabhéangige
Inhibition der bakteriellen Abwehr erklart werden (vgl. Kapitel 3.5.2). Eine eventuelle Rolle von
LOX-1 wurde in den zitierten Studien nicht Gberprift. Interessant ist, dass dendritische Zellen
eine vermehrte LOX-1 Expression nach Stimulation mit IFN-a aufweisen (Parlato et al., 2010).
Daher konnten erhohte Interferonlevel nach Aktivierung viraler PRRs zur Induktion von LOX-1

beitragen.

65



DISKUSSION

6.5 Die IL-8 Regulation bei Infektion von BEAS-2B-Zellen mit S.
pneumoniae ist abhangig von LOX-1

In Abbildung 5-7 konnte aufgezeigt werden, dass die Freisetzung von IL-8 aus BEAS-2B-Zellen
nach einer S. pneumoniae Infektion von LOX-1 abhangt. Mit LOX-1-siRNA behandelte Zellen
sezernierten nach Infektion hochsignifikant weniger IL-8 als Kontrollzellen. Die in dieser Arbeit
erhobenen Daten betonen das immunmodulatorische Potential von LOX-1.

Interleukin 8 ist entscheidend fur die Einwanderung von Neutrophilen in entziindetes Gewebe
und die von ihnen ausgetbte Pathogenabwehr (Mukaida, 2003). Neben protektiven Effekten
wird IL-8 allerdings auch als ein Trigger sekundarer pulmonaler Pathologien wie des ARDS
angesehen, fur das speziell Patienten mit postviraler Pneumokokkenpneumonien ein erhohtes
Risiko tragen (Viasus et al., 2011). Dieses Krankheitsbild mit einer Letalitdt von tUber 50%
zeichnet sich u.a. durch eine Uberbordende Migration von Neutrophilen in die Lunge und
konsekutiver Schadigung des pulmonalen Parenchyms aus. IL-8 wird als Chemokin der
Neutrophilen bei der Pathogenese eine entscheidende Rolle zugeschrieben. So korrelieren zum
einen bei Patienten mit pulmonaler Schadigung hohe IL-8 Konzentrationen in der BAL mit dem
Risiko, ein ARDS tatsachlich zu entwickeln. Zum anderen sind die IL-8 Levels in den BALs von
ARDS-Erkrankten signifikant erhéht (Donnelly et al., 1993, Mukaida, 2003, Aggarwal et al.,
2000).

Die Rolle von LOX-1 als Rezeptor mit immunmodulatorischem Potential wird von (Dieudonne et
al., 2012) gestiitzt. Sie konnten in vitro zeigen, dass BEAS-2B-Zellen nach Behandlung mit
LOX-1-siRNA und Stimulation mit Poly I:C u.a. deutlich weniger IL-8 freisetzen als lediglich mit
Kontroll-siRNA behandelte Zellen.

Beziglich in vivo Daten liegen bislang erst 2 Publikationen vor, welche sich mit LOX-1 und
Pneumonie auseinandergesetzt haben, und weisen hierzu bislang Widerspriiche auf (vgl.
Tabelle 6-2). Zwar konnte in einer Studie durch einen LOX-1 Antikorper die Menge an
Neutrophilen in der Mauselunge nach Endotoxininfektion signifikant gesenkt werden (Zhang et
al., 2009). LOX-1-defiziente Tiere zeigen in einem anderen Experiment jedoch nach
Sepsisinduktion eine vermehrte Rekrutierung neutrophiler Granulozyten verglichen mit den
Kontrolltieren (Wu et al., 2011).

Unabhangig von der neutrophilen Migration in das pulmonale Gewebe fallt auf, dass Tiere mit
LOX-1 Antikorper bzw. LOX-1 Defizienz geringere Konzentrationen an Inflammationsmarkern
aufweisen. So hat eine LOX-1 Antikérpergabe ein niedrigeres pulmonales Signal an NF-kB und
eine niedrigere Aktivierung apoptotischer Signalproteine wie Caspase-3 zur Folge (Zhang et al.,
2009). LOX-1 defiziente Mause fallen durch verminderte IL-6- und TNFa-Konzentrationen sowie

eine erhohten Uberlebensrate auf (Wu et al., 2011).

66



DISKUSSION

Tabelle 6-2: Ubersicht relevanter LOX-1 in vivo Studien

Studie Zhang et al., 2009 Wu et al., 2011

Tiere Maus Maus

Inflammationsreiz LPS, intraperitoneal LPS, zakale Ligatur und Punktion
LOX-1 Inhibition Antikorper LOX-1 Knockout Mause
Pulmonale bakterielle CFUs* k.A. l

Pulmonale LOX-1 Induktion* l k.A.

Zahl pulmonaler Neutrophilen* l T

Pulmonale Zytokinlevel* ! !

Uberlebensrate* k.A. 1

*im Vergleich zur Kontrollgruppe, ** in der Kontrollgruppe, k.A. keine Angabe

Um die Rolle von LOX-1 in der postviralen Pneumokokkenpneumonie weiter aufzuklaren, sind
in vivo Versuche mit pulmonaler Bestimmung von u.a. IL-8 Konzentration und Zahl der
Neutrophilen in  LOX-1 defizienten Tieren und Wildtypen nach postviraler
Pneumokokkeninfektion wiinschenswert.

Mit dem platelet-activating factor receptor (PAFr) ist bereits ein Adhasionsrezeptor fur S.
pneumoniae beschrieben worden. Eine Besonderheit ist dabei, dass Ligandenbindung nicht zur
Aktivierung der rezeptoreigenen Signaltransduktion Uber die Phospholipase C fihrt (Cundell et
al., 1995). PAFr-defiziente Mauselungen weisen nach S. pneumoniae Infektion zwar weniger
Pneumokokken CFUs auf als die Lungen des Wildtyps. Die Anzahl an neutrophilen
Granulozyten in der BAL und das Niveau verschiedener Zytokine aus Lungenhomogenisaten 42
Stunden nach Infektion verhalten sich bei PAFr-defizienten Mausen gegenuber Wildtypmausen
jedoch identisch (Rijneveld et al., 2004). Dies stellt einen entscheidenden Unterschied zwischen
den Adhéasionsrezeptoren LOX-1 und PAFr dar.

LOX-1 wirkt entsprechend Uber seine Rolle als Adhasionsrezeptor fir S. pneumoniae hinaus
auch immunmodulatorisch tber eine vermehrte Bereitstellung von IL-8 und unterscheidet sich
darin elementar im Vergleich zu PAFr. Dies macht LOX-1 als Ziel therapeutischer Optionen
interessant. Durch Blockade von LOX-1 bestiinde die Option, das Risiko sekundar-bakterieller
Infektionen zu mindern und/oder eine uberbordende Immunreaktion mit entsprechendem

Gewebeschaden der Lunge zu minimieren.

6.6 LOX-1 wird auf humanem Lungengewebe durch ex vivo Infektion mit
einem Influenza A Virus vermehrt exprimiert

Abbildung 5-8 beschreibt erstmals eine Expressionssteigerung von LOX-1 nach Infektion
humaner Lungenbioptate mit Influenza A H3N2 ex vivo. Die Datenlage zur Induktion von LOX-1
auf bronchialem Epithel wurde bereits beschrieben (vgl. Tabelle 3-4, Kapitel 5.2, Kapitel 6.2).
Die in dieser Arbeit erhaltenen ex vivo Daten unterstitzen die Ergebnisse der in vitro Versuche

und weisen darauf hin, dass die erhobenen Daten auf den Menschen Ubertragbar sein kénnten.

67




DISKUSSION

Es ist jedoch zu beachten, dass die Zunahme an LOX-1 Protein in Abbildung 5-8 unspezifisch
ist und nicht auf einen Zelltypus zurtickgefiihrt werden kann. Um zu unterscheiden, welche
Zelltypen der humanen Lungenproben fir den Anstieg an LOX-1 Protein verantwortlich sind,
bietet sich eine Wiederholung der Infektion humaner Bioptate mit Influenza A und
anschlieRender immunhistochemischer Aufarbeitung zur Detektion von LOX-1 Protein an.
Dieses miisste sich an epithelialen Geweben induziert zeigen, um aspirierte S. pneumoniae
vermehrt zu binden.

In Kapitel 3.1 wurde bereits der Zusammenhang von Influenzainfektionen mit H3N2 bzw. H1IN1
und einem erhohten Risiko einer sekundéren bakteriellen Pneumonie beschrieben. Wie aus
Abbildung 6-1 ersichtlich, zeigen H3N2 und H1N1 &hnliche Adhasionsmuster bei der Infektion
der humanen Lunge und lagern sich primar an Trachea, Bronchus und Alveoli an. Der aviare
Influenzastamm H5N1 hingegen invadiert primar alveolare und angrenzende bronchiale Zellen,

die raumlich unzuganglicher sind und so die Ubertragung erschweren (Shinya et al., 2006).
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Abbildung 6-1: Anlagerung verschiedener Influenza Stamme (rot) an Trachea, Bronchus, Bronchiole
und Alveoli des Menschen.
Aus: (van Riel et al., 2007)

Interessant ist, dass die bisherige — wenn auch spérliche — Datenlage zu H5N1 keine Tendenz
zu bakterieller Sekundarinfektion aufzeigt (Beigel et al., 2005, Soepandi et al., 2010). Eine
maogliche Erklarung ware an dieser Stelle eine nach viraler Infektion lokal begrenzte LOX-1
Induktion. Im Falle von H5N1 wirde dies bedeuten, dass ein vermehrter Adhé&sions-
rezeptorbesatz nur in terminalen Bronchien und Alveolen besteht und so die Wahrscheinlichkeit

einer S. pneumoniae Infektion durch Aspiration gering ist.
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Zur Bestatigung der hier beschriebenen Beobachtung sind weitere Versuche mit Fokus auf die
LOX-1 Expression nach viraler Infektion notig.

6.7 Ausblick

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse machen deutlich, dass LOX-1 als ein potentieller
Faktor in der Pathogenese postviraler Pneumokokkenpneumonien angesehen werden kann. Es
bedarf jedoch weiterer Forschung, um offene Fragen zu klaren.

So ist weiterhin nicht geklart, welche Schlisselfaktoren im Zuge eines Inflammationsprozesses
aktiviert werden miuissen, um die Expression von LOX-1 auf bronchialen Epithelzellen zu
steigern. Eine systematische Inhibition TLR-eigener Adapterproteine und Signalmolekile mit
anschlieender Analyse ihrer Auswirkung auf die LOX-1 Expression bzw. Adhésion von S.
pneumoniae ware winschenswert.

Des Weiteren lieBe sich durch Anwendung immunhistochemischer Verfahren feststellen,
welchen Zelltypen die in Kapitel 5.6 ermittelte Erh6hung der LOX-1 Expression zuzuordnen ist.
Dieses ex vivo Infektionsmodell konnte mit einer Reihe respiratorischer Viren wiederholt werden
um deren individuellen Einfluss auf die Expression von LOX-1 zu ermitteln.

Es sind jedoch insbesondere Infektionsmodelle LOX-1-defizienter Tiere mit respiratorischen
Viren und anschlieRender Instillation von S. pneumoniae gefragt, um die Rolle von LOX-1 in der
postviralen Pneumokokkenpneumonie genauer zu eruieren. Dabei interessieren besonders
bakterielle Besiedlung der Lunge, Zytokinlevel und Neutrophilenzahl aus BAL und Lunge sowie
die Uberlebensrate der verschiedenen Tierkohorten.

Uber welche molekularen Strukturen LOX-1 seine Funktion als Pneumokokkenrezeptor austibt
und welche Rolle Phosphorylcholin dabei spielt ist nicht bekannt. Um dies zu prifen eignete
sich u.a. die Verwendung eines Phosphorylcholin-defizienten Stammes von S. pneumoniae. Mit
dieser Variante lieRen sich Versuch 5.3 oder 5.4 wiederholen und daraus Rickschluss auf die

Bedeutung des Phosphorylcholins ziehen.
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