4. Diskussion

Die Lunge wire stindig Entziindungsprozessen ausgesetzt, wenn es nicht ein gut
funktionierendes lokales Abwehrsystem gédbe. Diese Keimabwehr wird unter anderem vom
alveolaren Surfactant ausgeiibt, das in den Typ II Pneumozyten synthetisiert und als
Lamellarkorper konstitutiv bzw. stimuliert in den Alveolus ausgeschieden wird [76]. Nur ein
geringer Teil des sezernierten Surfactant stammt aus der de novo Synthese. Der iiberwiegende
Teil resultiert aus der Wiederaufnahme (Endozytose) von bereits sezerniertem ,,gebrauchten®
Surfactant. Der Surfactanthaushalt, Synthese, Sekretion, Wiederaufnahme, intrazelluldrer
Transport (Rezyklierung) bzw. Abbau, wird streng kontrolliert. Stérungen in diesem
Gleichgewicht fithren zur Verdnderung der Surfactantzusammensetzung. Dies kann einer der
Griinde sein, dass die Barrierewirkung des Alveolarepithels beeintrachtigt wird [77].

C. pneumoniae verursacht Atemwegserkrankungen und stellt einen relevanten Pneumonie
auslosenden Erreger dar. Uber die verschiedenen Einfliisse eines Pathogens auf den
Surfactanthaushalt ist wenig bekannt. Unsere Untersuchungen sollen zur Kldrung beitragen, ob
und wie an mit C. pneumoniae infizierten Typ II Zellen die Surfactantaufnahme, der
intrazelluldre Surfactanttransport sowie die Surfactantsekretion beeintrachtigt werden. Es wurde

gepriift, ob Zytoskelettverdnderungen hierbei Einfliisse zeigen.

4.1 Surfactantaufnahme und intrazelluirer Surfactanttransport
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Es wurden relativ kurze Inkubationszeiten von 3, 6 und 12 Stunden mit C. pneumoniae an drei
Stunden kultivierten Typ II Zellen gewéhlt, da Shannon et al. [78] zeigen konnten, dass Typ-II-
Pneumozyten nach zwei bis fiinf Tagen in Kultur Typ-II-pneumozytenspezifische Eigenschaften
verlieren und Typ-I-pneumozytentypische Eigenschaften annehmen. Aufgrund der Typ-II-
Pneumozyten-spezifischen Eigenschaft der Surfactantsynthese konnten so keine lidngeren

Inkubationszeiten untersucht werden.

Die biochemischen Experimente, deren Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit Verwendung
fanden, wurden parallel zu confocal laser scan mikroskopischen (CLSM) Untersuchungen der
Arbeitsgruppe Wissel durchgefiihrt. Bei den mikroskopischen Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass C. pneumoniae von Typ-II-Pneumozyten aufgenommen werden und abhingig von
der Inkubationszeit in verschiedenen Kompartimenten der Zellen nachzuweisen sind. Nach
kurzer Infektionszeit (drei und sechs Stunden) war eine Lokalisation der intrazelluldren
Bakterien in Frithen (Early) Endosomen erkennbar [79].

Ahnliche Ergenisse wurden bei Infektionen verschiedener Zellen mit Chlamydia trachomatis,
Chlamydia psittaci und Chlamydia pneumoniae erhalten [80,81].

Weitere CLSM-Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe ergaben das nach drei Stunden C.
pneumoniae Inkubation, das SP-A vermittelte aufgenommene Lipid auch in Friihe Endosomen
gelangte. Die lokalisatorische Ubereinstimmung der internalisierten Bakterien und des Surfactant
in Friihen Endosomen lassen die Schlussfolgerung eines Kontaktes wihrend der Frithphase der
Infektion zu. Nach einer langeren Infektionszeit von 12 Stunden lieen sich die Bakterien im
perinukledren Kompartiment nachweisen, wihrend Surfactantlipid hier nicht darstellbar war
[79].

In der vorliegenden Arbeit stellten wir in biochemischen Untersuchungen an 3, 6 und 12 Stunden
infizierten Typ II Zellen eine erhohte SP-A vermittelte Surfactantlipdaufnahme im Vergleich zu
nicht infizierten Zellen fest (sieche 3.1). Ohne SP-A waren keine Unterschiede in der

Surfactantlipidaufnahme zwischen infizierten und nicht infizierten Zellen erkennbar.
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Wir konnten zeigen, dass ein mdglicher 10%iger Anteil von Makrophagen in der Typ II
Zellpraparation die Surfactantaufnahme bei Typ II Zellen nicht signifkant verdndert.

Die Feststellung der erhohten Surfactantlipidaufnahme bei infizierten Pneumozyten lassen noch
keinen Schluss auf die Ursachen dieses Ergebnisses zu. Hier musste geklért werden, ob es sich
um eine ,echte” erhohte SP-A vermittelte Lipidaufnahme oder um einen intrazelluldren
Surfactantstau handelt. Zur Kldrung dieser Fragestellung fiihrten wir sog. Resekretionsversuche
(Surfactantransportversuche) durch (siehe 3.3). Wir stellten fest, dass nach 3 und 12 Stunden
Infektion mehr als 90% des Surfactantlipid in den Zellen verblieb. Ohne Infektion hingegen
verlieBen mehr als 30% des SP-A-vermittelten Surfactantlipids die Zellen.

Mittels CLSM wurde nachgewiesen, dass sich nach drei Stunden C. pneumoniae Infektion das
Surfactant in Friilhen Endosomen der Typ II Pneumozyten staute. Die Bakterieninfektion
verhinderte den Weitertransport des aufgenommenen Surfactantlipid zu Spéten (Late)
Endosomen, Lysosomen und Lamellarkorpern . Die Bakterien lieBen sich weder in Kontakt mit
Spéaten Endosomen, Lysosomen noch mit Lamellarkérper nachweisen [79].

Eine Uberlebensstrategie dieser Bakterien ist der Schutz vor Fusion mit lysosomalen
Kompartimenten [82].

Somit scheint sich die oben formulierte Maoglichkeit einer scheinbar gesteigerten
Surfactantaufnahme bei infizierten Zellen in Anwesenheit von SP-A mit dem gehemmten
intrazelluldren Transport des Surfactant erkldren zu lassen.

Unter Zuhilfenahme der CLSM Ergebnisse kann eine Hemmung des intrazelluldren
Weitertransportes sowohl von Frithen Endosomen zu Spiten Endosomen und Lamellarkorper als
auch von Frithen Endosomen auf dem schnellen Rezyklierungsweg zur Plasmamembran der Typ

IT Pneumozyten postuliert werden [79].

Um Ursachen fiir einen Surfactantstau zu erkennen priiften wir, ob durch die C. pneumoniae
Infektion Zytoskelettstrukturen der Typ II Zellen verdndert werden, die ursidchlich sein kdnnten
fir die Hemmung im Surfactanttransport. Hierzu nutzten wir die Stabilisatoren des f-
Mikrotubulin  Zytoskelett (Paclitaxel) und des F-Actin Zytoskelett (Phalloidin) in

Surfactantaufnahmeversuchen und Resekretionsassays. Wir stellten fest, dass Paclitaxel den

52



Surfactantstau bei infizierten Zellen verhinderte, wihrend Phalloidin keine Wirkung zeigte.
Hieraus schlossen wir, dass Verdnderungen des B-Mikrotubulin Zytoskelett nach Infektion zum
Stau des aufgenommenen Surfactantlipid fithren. Wahrscheinlich spielen Verdnderungen von F-
Actinstrukturen hierbei keine Rolle.

Mittels CLSMikroskopie konnte unsere Arbeitsgruppe nachweisen, dass die Infektion der Typ II
Pneumozyten mit C. pneumoniae zu Verdnderungen des F-Aktin und des B-Mikrotubulin
Zytoskelett flihrte [79].

Auch andere Arbeitgruppen wiesen nach, dass einige Bakterien, wie zum Beispiel auch
Chlamydia trachomatis, das Zytoskelett verdndern, um in die Wirtszellen zu gelangen und sich
in diesen zu vermehren [83-85]. Die Rolle des Zytolskeletts bei Infektionen von Wirtszellen ist
gut beschrieben fiir eine Infektion epithelialer Zellen mit Chamydia trachomatis [42] , Unklarheit
herrscht bislang iiber den Einfluss einer Chlamydia pneumoniae Infektion auf das Zytoskelett der
Wirtszelle. Gezeigt werden konnte anhand der vorliegenden Ergebnisse in Vergleich zur parallel
durchgefiihrten mikroskopischen Untersuchung mittels CLSM, dass bei nicht mit
zytoskelettstabilisierenden Substanzen inkubierten Zellen kein Kontakt des Pathogens mit den
lysosomalen Kompartimenten und den Spiten Endosomen stattfand, wohingegen stabilisierte
zytoskelettale Strukturen mit Phalloidin und/oder Paclitaxel einen Kontakt der Bakterien zu
Lysosomen und den Spiten Endosomen ermoglichten. Hieraus laBt sich zum einen ein
Uberlebens- und Fortpflanzungsschutz des Pathogens im Wirtsorganismus und zum anderen eine

Option zur Storung intrazelluldrer Neuarrangements durch Pathogene ableiten.

4.2 Surfactantsekretion
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Wir wiesen nach, dass die basale Surfactantsekretion bereits nach 3 Stunden Infektion mit C.
pneumoniae stimuliert wurde. Die Vorinkubation der Typ Il Zellen mit Phalloidin (hemmt die F-
zu G-Aktin Umwandlung) mit anschliefender C. pneumoniae Infektion bewirkte eine Hemmung
der stimulierten Sekretion. Paclitaxel, der B-Tubulin Zytoskelettstabilisator hatte keinen Einfluss
auf die C. pneumoniaec vermittelte stimulierte Surfactantsekretion. Somit kann ein
Zusammenhang zwischen der infektionsbedingt stimulierten Surfactantsekretion und der
Veranderungen des F-Actin Zytoskelett postuliert werden.

Verschiedene Studien unterstreichen den Zusammenhang von zytoskelettalen Verdnderungen
des Aktins nach mechanischen und bakteriellen Toxin Einfliissen auf Typ II Pneumozyten mit
nachfolgender stimulierter Surfactantsekretion [86]. Seit ldngerem ist bekannt, dass
verschiedenste Surfactantstimulie bewirken, dass sich das in den Lamellarkorper gespeicherte
Surfactant iiber die Plasmamembran entleert. Seit kurzem wissen wir, dass bei dieser Entleerung
eine zytoskelettale Barriere zu {liberwinden ist. Diese Barriere wird u.a. iiberwunden durch

Reorganisation des F-Aktin Zytoskelett unter Beteiligung von Annexin II Proteinen [87].

4.3 Moglicher Einfluss der C. pneumoniae auf Schwankungen im Surfactanthaushalt

Das den Alveolarraum auskleidende Surfactant wird zum grof3en Teil konstitutiv oder auf einen
Stimulus hin aus den Lamellarkdrpern in den Alveolus sezerniert und entfaltet sich dort zu
tubuldirem Myelin. ,,Gebrauchtes* Surfactant aus dem Alveolarraum wird durch Typ II Zellen
wieder aufgenommen und den Lamellarkdrpern zugefiihrt. Nur ein kleiner Teil des gespeicherten
Surfactant in den Lamellarkorpern stammt aus der de novo Synthese [45-48].

Darauf Bezug nehmend haben die Arbeitsgruppen Stevens und Wissel gezeigt, dass SP-A und
Surfactantlipid tiber den Endozytoseweg der Typ-11-Zellen, iiber clathrin-coated-pit in Friihe
Endosomen gelangen [68,69]. Ein Teil des Lipids und des SP-A wird iiber recycling vesicles auf

einem schnellen Transportweg wieder aus der Zelle resezerniert. Der iliberwiegende Teil des
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Surfactantlipid wird iiber Spdte Endosomen zu den Lamellarkdrpern transportiert [69] bzw. ein
kleiner Teil wird in Lysosomen abgebaut und der Surfactantsynthese zugefiihrt. Die
Identifizierung der Frithen Endosomen, der peripheren Recyclingvesikel (peripheral recycling

vesicles), der Spiaten Endosomen, der Lysosomen und der Lamellarkorper erfolgte mit speziellen

Antikorpern, wie in
A Abbildung 8A dargestellt.
surface film \
3% i
&Y tubular myelin ‘
Nt AN
3 4
‘*?ﬁ%

clathrin

coated pits
O
clathrinL N OOO
coated % 5?(9 N
vesicles T\ > ‘\e(é @
0 % 3(-\" \-\(\Q
Q eci¥\es 7 lamellar
© e bodies
early endosomes 32 ax
s .
Rab5+ CD63+
Rab4+ lipid
—
Golgi complex
lipid

late endosomes

Rab7+
M6PR+ lysosomes
NS aNc

perinuclear recycling vesicles

@)
endoplasmatic oo Rab11+

reticulum O ©

55



Abbildung 8A

Identische Abbildung mit Legende in Kapitel 1, hier Darstellung zum Vergleich mit der
Darstellung der Verdnderungen nach Chlamydia pneumoniae Infektion in Abbildung 6 B

Wir konnten mit zwei unterschiedlichen experimentalen Ansdtzen, mit Hilfe biochemischer
Assays und mit der CLSMikroskopie den resultierenden Einfluss der C. pneumoniae auf den
intrazelluldren Surfactanttransport aufzeigen [79].

Wir wiesen nach, dass die Infektion der Typ II Zellen mit C. pneumoniae die SP-A vermittelte
Surfactantaufnahme nicht hemmt, jedoch aber die Rezyklierung, den intrazelluldren Transport
des Surfactantlipid zu Lamellarkérper und direkt zur Plasmamembran und gleichzeitig die
Surfactantsekretion stimuliert. Der verursachte Surfactantstau und die stimulierte
Surfactantsekretion kdnnten moglicherweise im Laufe der Zeit zur Hemmung der Speicherung
des Surfactant in Lamellarkdrper bzw. bis hin zum Erléschen der Surfactantsekretion fiihren, wie
in Abbildung 8B dargestellt. Desweiteren sind durch den in den frithen Endosomen bedingten
Surfactantstau die Zellen dann moglicherweise nicht lange in der Lage, gebrauchtes Surfactant

aus dem Alveolarraum aufzunehmen.
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der Synthese bis zur Wiederaufnahme und dem Rezykling unter dem Einfluss einer Chlamydia
pneumoniae Infektion. Angegeben sind ferner Oberflichenantigene der einzelnen
Kompartimente zur immunhistochemischen Darstellung. Im Vergleich zur Abbildung 8 A stellt
sich ein unterbrochener Transport von den Friihen Endosomen zu den Spéten Endosomen und
den peripheren Rezyklingvesikeln sowie von den Spiten Endosomen sowohl zu den Lysosomen

als auch den Lamellarkdrpern dar. Erlduterungen im Text.

Schwankungen in der alveolaren Konzentration des Surfactant sind nicht nur fiir die
Aufrechterhaltung der Atmung bedeutsam, sondern spielen auch eine wesentliche Rolle beim
Schutz des Organismus vor Fremdpartikeln und Pathogenen. Verdnderungen in der
Surfactantzusammensetzung wurden bei verschiedenen humanen Lungenerkrankungen, wie z.B.
auch bei bakterieller Pneumonie, mit Abbau von Surfactantproteinen und Surfactantlipiden in der
Diagnostik mittels BAL erkannt [88,89]. Insofern konnten die vorliegenden Ergebnisse als
Modell fiir die Pathophysiologie der Entziindung auch durch andere intrazellulire Erreger

Verwendung finden.

4.4 Klinische Relevanz der Ergebnisse

Rupp et al. [90] wiesen nach, dass bei chronischen Infektionen der Atemwege die Typ-II-
Pneumozyten die Zielzellen der Chlamydia pneumoniae Infektion sind. Bei akuten
respiratorischen Infektionen fand man keine C. pneumoniae in den Typ II Zellen.

Andere Studien zeigten, dass gerade bei Patienten mit chronischen Lungenerkrankungen, wie
COPD und Asthma bronchiale, eine signifikant hohere Seroprivalenz von Antikdrpern gegen
Chlamydia pneumoniae und Mycoplasma pneumoniae nachweisbar war [91]. Bei Kindern mit
therapierefraktiren Bronchititiden und Pneumonien konnte die Assoziation von C. pneumoniae-
Infektionen mit dem Krankheitsverlauf und der Krankheitsschwere bei Vorliegen vorwiegend
bakterieller Zweitinfektionen gezeigt werden [92]. Gemeinsam mit der Arbeit von Hahn et al.
[15], die den Zusammenhang einer akuten Infektion mit Chlamydia pneumoniae und der

signifikanten Assoziation eines daraus resultierenden Asthma bronchiale beschrieb, kann man
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hier die Notwendigkeit genauerer Diagnostik bei Infektionen der unteren Atemwege hinsichtlich

der Folgeerkrankungen erkennen.

Bei akuten C. pneumoniae Infektionen der Lungen konnte es sein, dass die Bakterien schon
vorher in den héheren Luftwegen durch die hier vorhandene Immunabwehr unschédlich gemacht
werden. Durch die Passagebehinderung in den oberen Luftwegbereichen erreichen die Bakterein
nicht Typ II Pneumozyten. Der Surfactanthaushalt dieser Zellen diirfte in diesem Fall, wenn
nicht weitere Infektionen vorliegen, nicht gestort sein. Diese Annahme wird unterstiitzt durch
Feststellungen, dass SP-A und SP-D in vitro die Phagozytose von Chlamydia pneumoniae durch
die Makrophagen-dhnlichen Zellinie (THP-1) verstirken [93], was eine Unschiddlichmachung
des Pathogens bereits vor Invasion in die Typ-II-Pneumozyten zur Folge hat.

Andererseits konnten Shemer- Avni et al. [94] in einem in- vitro- Modell zeigen, dass Chlamydia
Pneumoniae, selbst in durch UV-Strahlen inaktivierter Form, zu einer kompletten Ziliostasis der
Bronchialepithelzellen innerhalb von 48 Stunden fiihren, was als Hinweis auf eine mogliche
Passageerleichterung in tiefer gelegene Lungenabschnitte gewertet werden kann.

Es wurde nachgewiesen, dass bei Infektion mit Chlamydia pneumoniae Blutmonozyten verstérkt
aktiviert wurden, verbunden mit der Umwandlung zu Alveolarmakrophagen [95]. Die
Alveolarmakrophagen sezernierten gesteigert Zellmediatoren wie das pro-inflammatorische
Zytokin TNFa und das Interleukin IL-1(. Beide spielen in der lokalen Immunantwort des
Lungenparenchyms eine ausschlaggebende Rolle [96]. Jedoch, die Entwicklung und
Vermehrung von C. pneumoniae in den Alveolarmakrophagen wird dadurch wahrscheinlich
nicht verhindert [95,96].

Desweiteren weill man, dass an einer pro-inflammatorischen Immunantwort so genannte pattern
recognition Rezeptoren beteiligt sind, zu denen Toll-like Rezeptoren (TLR) gehoren. In unserer
Arbeitsgruppe konnten wir nachweisen, dass der Kontakt von C. pneumoniae mit Typ II
Pneumozyten von Ratten zur TLR4 Expression mit anschlieender Aktivierung von NF-kB und
Sekretion des pro-inflammatorischen Zytokins TNFa und des Chemokins MIP-2 fiihrt [97]. Das
konnte folglich auch bedeuten, daB3 die Typ Il Pneumozyten iiber die TLR Aktivierung selbst in

der Lage sind die C. pneumoniae Infektion und mutmaBlich auch andere Pathogene abzuwehren.
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Das lokale Abwehrsystem in der Lunge wirkt sehr komplex. Sowohl Surfactantproteine als auch
Surfactantlipide sind an der Immunabwehr beteiligt bzw. sie konnen sie auch hemmen, wie
bereits in der FEinleitung Kapitel 1.2.3 ausfiihrlich beschrieben wurde. Storungen im
Surfactanthaushalt spielen somit eine wesentliche Rolle bei der Entstehung der Infektion.

Typ II Pneumozyten Infektionen mit C. pneumoniae konnten entstehen, wenn der
Surfactanthaushalt und damit die Barrierefunktion des Surfactant, durch verschiedene Einfliisse
bedingt, bereits beeintrichtigt ist. Die C. pneumoniae Infektion bzw. Co-Infektionen mit anderen
Bakterein konnten somit zu chronischen Pneumonien mit schweren Surfactanthaushaltstorungen

fiithren.

Obwohl hier nur in vitro Ergebnisse vorliegen, bieten sie doch Erkldrungs- und
Verstandnismoglichkeiten fiir die Typ II Pneumozyten Infektion mit Chlamydia pneumoniae bet

chronischer respiratorischer Infektion.

Folgeuntersuchungen in vivo sind wiinschenswert. So béten Infektionsmodelle bei Tieren bei der
Beobachtung der Interaktionen von C. pneumoniae mit pulmonalen Zellen durch Analyse von
Genom und Proteinstrukturen sowie der Detektion der Orte der Inkorperation der Erreger
Aufklarung. Hierdurch konnten Voraussetzungen zur Entwicklung neuer Therapie- und
Prophylaxekonzepte chronischer und gegebenfalls auch akuter Lungenerkrankungen geschaffen

werden.
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