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1 ZUSAMMENFASSUNG 1

1. Zusammenfassung

Thrombospondin-1 (TSP1) ist ein matrizellulares|c@an-bindendes Glykoprotein, das an
der Regulation verschiedener zellularer Prozesseeilige ist. TSP1 wird von
unterschiedlichen Zelltypen gebildet und ist vderal in dena-Granula der Thrombozyten zu
finden, aus denen es nach deren Aktivierung sektetvird. Streptococcus pneumoniae
(Pneumokokken) sind Gram-positive humanpathogenekteBan. Sie besiedeln
asymptomatisch den menschlichen Respirationstrakt kbnnen schwerwiegende lokale
Infektionen und lebensbedrohliche Erkrankungen,ziie Sepsis, bakterielle Meningitis oder
invasive Pneumonien auslosen. Die Anheftung 8gmeumoniae an Wirtsstrukturen ist ein
initialer Schritt fur die Kolonisierung mukosalepibheloberflachen. In dieser Arbeit wird die
Bedeutung des humanen TSP1 fir die Pathogen-Wintalktion analysiert und der Effekt fur
die Pathogenese demonstriert. Verschiedene Bindtudien und durchflusszytometrische
Analysen zeigten eine Assoziation v8npneumoniae an aktivierte Thrombozyten und an
l6sliches und immobilisiertes TSP1. in vitro Infektionsversuchen konnte nachgewiesen
werden, dass wirtszellgebundenes TSP1 die Adhdaenznd Invasion in Epithel- bzw.
Endothelzellen vermittelt. TSP1 Ubernimmt die Fiorktals Brickenmolekil zwischen
S pneumoniae und eukaryontischen Wirtszellen. Zur Charaktenisig des bakteriellen
Adhasins fur TSP1 wurden die Pneumokokken mit deateplytischen Enzym Pronase E
bzw. mit der Zucker oxidierenden Substanz Natriunmg@t inkubiert. Eine Behandlung mit
Natriumperiodat reduzierte die TSP1 vermittelte &dimz der Pneumokokken an humane
Wirtszellen. Im Gegensatz dazu hatte die Behandiaitd®’ronase E keinen Einfluss auf die
TSP1 vermittelte Anheftung vo& pneumoniae an eukaryontische Zellen. Diese Ergebnisse
deuten an, dass es sich bei dem bakteriellen AdffiisTSP1 um eine oberflachenlokalisierte
Glykostruktur der Pneumokokken handelt. Die TSPimvttelte bakterielle Adhérenz der
Pneumokokken an Wirtszellen konnte durch Pneumakoldpezifisches Phosphorylcholin
bzw. durch Lipoteichonsauren nicht reduziert werdem Gegensatz dazu wurde die TSP1
vermittelte Adharenz vorS pneumoniae an Wirtszellen durch Zugabe von I6slichem
Peptidoglykan signifikant inhibiert. In verschieéen Bindungsstudien wurde das
Peptidoglykan als Pneumokokken-Adhasin flur TSP1ntiieert. Weiterhin wurde
herausgestellt, dass nicht rarpneumoniae, sondern auch andere Gram-positive pathogene
Bakterien, wieStaphylococcus aureus, Sreptococcus pyogenes, Listeria monocytogenes und
verschiedene apathogene Bakterien mit TSP1 intexgi im Gegensatz zu Gram-negativen
Bakterien. Es konnte gezeigt werden, dass TSPIPdptidoglykan aller getesteten Gram-
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positiven Bakterien erkennt. Diese Beobachtung tweisf einen allgemeingultigen
Mechanismus der Bakterien-Wirt Interaktion hin, @exhrscheinlich von grof3er Bedeutung
fur die Pathogenese Gram-positiver Bakterien isls Rezeptoren fur TSP1 auf der
Wirtszellseite wurden Proteoglykane auf der Obehi# von eukaryontischen Zellen
identifiziert. Weiterhin konnte herausgestellt wand dass eine Interaktion der Gram-
positiven Bakterien mit TSP1 nicht nur eine Adhdran Wirtszellen vermittelt, sondern die
Bakterien vor einer Phagozytose durch priméare Qoagten schitzt. Zusammenfassend
beweisen diese Ergebnisse eine spezifische Intenakbn Gram-positiven Bakterien mit
TSP1, die zur bakteriellen Kolonisierung des Wetsgbes beitragt. Das Peptidoglykan
ubernimmt die Funktion eines bakteriellen Adh&ginsTSP1, so dass TSP1 als molekulare
Bricke die Interaktion von Gram-positiven Bakteriamd Wirtszell-Proteoglykanen
vermittelt. Diese Untersuchungen tragen in bedelge/eise zu einem besseren Verstandnis
der Pathogenese von Infektionen dugchbneumoniae und anderen Gram-positiven Bakterien
bei.
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Summary

Thrombospondin-1 (TSP1) is a matricellular glycdapio that has key roles in interactions
between human cells and components of the extwaelmatrix. TSP1 is produced by
different cell types and is mainly found in tiegranules of human thrombocytes and secreted
upon their stimulationSreptococcus pneumoniae are Gram-positive human bacteria which
reside asymptomatically in the human respiratagtirobut can also cause local infections and
life-threatening diseases such as sepsis, bactagalngitis and pneumonia. A prerequisite
for pneumococcal colonization of mucosal epithedills is the bacterial interaction with host
cell structures. This study reports a novel rolelfioman TSP1 in pathogen-host interactions.
Binding assays and flow cytometric analysis dematstthatS. pneumoniae specifically
interacts with human TSPL1. It is shown tBapneumoniae binds to activated thrombocytes
and recruits TSP1 from human plasma. Host-cell dotdisP1 promotes adherence of
S pneumoniae to human epithelial and endothelial cells, therabyng as a molecular bridge
between pneumococci and eukaryotic cells. To iflerthe bacterial adhesin for TSP1,
pneumococci were incubated with the proteolytic yemz pronase E and with sodium
periodate, which oxidizes surface-exposed sugaetreRtment of the bacteria with sodium
periodate, but not pronase E substantially reduc881 mediated adherence to host cells,
suggesting a glycoconjugate as the pneumococcapt@c for TSP1. Pneumococcal
phosphorylcholine and lipoteichoic acids did nofeef TSP1l mediated adherence of
S pneumoniae to host cells. In contrast, attachment of pneuroocto host cells via TSP1
was blocked by soluble peptidoglycan, indicating thcognition of bacterial peptidoglycan
by TSP1. Further studies demonstrate that in andib S pneumoniae other Gram-positive
bacteria includingStaphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Listeria monocytogenes
and several apathogenic bacteria interact with T&Pam-negative bacteria did not interact
with TSP1. Further it is shown that TSP1 recognites peptidoglycan of all tested Gram-
positive bacteria, suggesting a general mechanfsbacteria-host protein interaction which
probably has a significant impact on the pathogenes Gram-positive bacteria. Host cell
proteoglycans were identified as the cellular rémespfor TSP1. It is demonstrated that the
bacterial binding to TSP1 does not only supporeadin to host cells, but can also protect the
bacteria from phagocytosis by granulocytes. In kaion, the results demonstrate an
exploitation of TSP1 by Gram-positive bacteria wheupports bacterial colonization of host
tissues. In this scenario peptidoglycan functioasadhesin and TSP1 acts as a molecular

bridge, linking Gram-positive bacteria with protée@n receptors on the host cells. These
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studies contribute to a better understanding addtndns byS pneumoniae and other Gram-
positive bacteria.
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2. Einleitung

2.1. Allgemeine Einfihrung - Bedeutung der Infektio  nsbiologie

Infektionskrankheiten wurden schon in der Antike bésondere Bedrohung der Menschheit
erkannt, doch erst Robert Koch (1843-1919) konhte Ubertragbarkeit auf ,pathogene
Agenzien* zurlckfihren. Mit seiner Entdeckung deibé@rkulose- und der Cholera-Erreger
legte er einen wichtigen Grundstein fur die Entwick) der infektionsbiologischen
Forschung. In den letzten Jahrzehnten sind groResdkoitte in der Untersuchung
verschiedener Krankheitserreger erzielt worden wiete ihrer so genannten Pathogenitats-
und Virulenzfaktoren wurden beschrieben und charaert. Maligebend fur einen
Infektionsverlauf ist neben den Eigenschaften déadben auch der physische Zustand des
Wirtes. Insbesondere abwehrgeschwéchte Menschenekonicht nur von pathogenen,
sondern auch von schwach pathogenen oder sogdrogpaen Mikroorganismen infiziert
werden. Die Anzahl dieser Risikopatienten ist hegm®Rer denn je, bedingt durch
Veranderungen in der Lebensweise, Organtranspianést, der weltweiten Vernetzung von
Infrastrukturen und der fortschreitenden Vermischwmterschiedlicher Kulturen. Dass
Infektionskrankheiten auch in Zukunft eine ernsetumende Bedrohung darstellen wird auch
durch den Umstand verstarkt, dass sich Mikroorgaears standig verdndern. Mutationen
fuhren nicht zuletzt zu einem Auftreten von gefliethn Resistenzen gegen die derzeit zur
Verfugung stehenden Medikamente und Antibiotikan Bierstdndnis der molekularen
Mechanismen der Pathogenese von Krankheitserreigerdaher unbedingt erforderlich,
sowohl um neue Zielstrukturen fir ihre Bekampfuniyy meu zu entwickelnden Wirkstoffen

zu entdecken, als auch um die Grundlagen unseraufrabwehr besser verstehen zu kdnnen.

2.2. Bakterielle Infektionen der oberen und unteren Atemwege

Der menschliche Respirationstrakt umfasst den NBsamen-Raum (Nasopharynx), die
Nasennebenhothlen, den Kehlkopf (Larynx) sowie dieftrihre (Trachea) mit dem
Bronchialbaum und den Lungenblaschen (AlveolenksBiHohlraume ausgenommen der

Lungenblasschen sind mit einem respiratorischenthElpi ausgekleidet. Der gesamte
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Respirationstrakt nimmt durch die Atmung taglich €@ 000 Mikroorganismen auf, wobei

groRere Partikel mit einem Durchmesser von etwarhOin der Nase abgefangen werden.

Zum Abwehrsystem des Respirationstraktes gehorerkrdghagen, sekretorische IgA

Antikorper, Komplementfaktoren, Defensine und daaktbferrin. Trotz des effektiven

Abwehrsystems wurden 1995 von der Weltgesundhgisasation (WHO) 248 Millionen

akute Infektionen der unteren Atemwege pro Jalzerehnet.

Abb. 1:

Sinusitis
i el Conjunctivitis
Pharyngitis Rhinitis
Laryngitis fC—E Epiglottitis
| Tracheitis

Lob&arpneumonie

Schematische Darstellung des oberen und unterempirRié@nstraktes mit den zugeordneten
Infektionskrankheiten (Hacker, 2000).

Ein Grof3teil dieser Infektionen wird durch Bakterigerursacht, wie z.B. den Erregern

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus und Moraxella

catarrhalis, die in einer Haufigkeit von bis zu 60% im Respoastrakt gesunder Menschen

nachgewiesen werden konnen. Abbildung 1 zeigt eibersicht tiber den Respirationstrakt

und die verschiedenen Infektionskrankheiten, dreldaahlreiche Erreger ausgeldst werden.

2.3.

Allgemeine Merkmale der Streptokokken

Die Gattung der Streptokokken umfasst eine Grumpe34 oxidase- und katalase-negativen

Spezies Gram-positiver Kokken, von denen vor all&@neptococcus pyogenes und

S pneumoniae (Pneumokokken) von medizinischer Bedeutung siSdoyogenes, auch

Gruppe A Streptokokken (GAS) genannt, gehort zurnidflora der Haut und der
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Schleimh&ute des Menschen, kann aber auch sowkdikldnfektionen des Nasen-Rachen-
Raumes wie auch Hautinfektionen und akutes rhesotes Fieber auslosed.pneumoniae
zahlt zu den natirlichen Kommensalen des nasopbeayen Epithelgewebes, stellt aber
zurzeit einen der wichtigsten Erreger von Pneumodar. Pneumokokken sind ebenfalls die
Erreger von Sepsis, bakterieller Meningitis und alabt erworbener Infektionen des Hals-,
Nasen-, und Ohrenbereichs. Weitere medizinisch vaeke Streptokokkenarten sind
S agalactiae, bekannt auch als Gruppe B Streptokokken (GBS) Hneger neonataler
Meningitiden.S. mutans ist eine oral vorkommende Streptokokkenart, deekariesausloser
gilt. Streptokokken wurden erstmals 1884 durchr&ili in Wundeiterungen nachgewiesen,
bevor sie 1903 durch Schottmuller nach ihrem Haswlgrhalten eingeteilt wurden. Die
Hamolyse bezeichnet die Fahigkeit, auf BlutagarerirHamolysehof auszubilden-
hamolysierende Streptokokken lysieren die Blutzelleur teilweise, B-hamolysierende
lysieren vollstandig ung-hamolysierende zeigen keine Hamolyse. 1933 fulReabecca C.
Lancefield eine Einteilung der Streptokokken inosggische Gruppen ein. Die serologischen
Gruppen werden auch als Lancefield Gruppen (A hibazeichnet und unterscheiden sich in

der Zusammensetzung des Kapselpolysaccharids (Kdy@88; Lancefield, 1933).

2.4. Streptococcus pneumoniae — allgemeine Merkmale,
Epidemiologie und Pathogenese

Seit seiner Isolation aus gesunden Tragern durabrggeM. Sternberg im Jahr 1881 ist
S pneumoniae einer der am haufigsten untersuchten Mikroorgaeismder durch
grundlegende biologisch-medizinische Entdeckungeekabnt wurde. Zu diesen
Entdeckungen gehoren beispielsweise der Nachweisalérlichen Transformierbarkeit von
Pneumokokken im Jahre 1928 durch Griffith (Griffiff928), Untersuchungen zur Bedeutung
des Penicillins, die Rolle der bakteriellen Kagseler Resistenz gegentber der Phagozytose,
sowie die Eigenschaft bakterieller Polysaccharidee eAntikbrperproduktion auszulésen
(AlonsoDeVelascecet al., 1995). Aufgrund der morphologischen Anordnung dellen in
Paaren oder kurzen Ketten wur&pneumoniae zunéachst alsDiplococcus pneumoniae
bezeichnet Abb. 2). Pneumokokken gehéren zu dethamolysierenden Bakterien, die auf
Blutagar in aerober Atmosphére ein vergrinendeshdéfam aufweisen (Kayser, 1998). Auf
Agarplatten bilden sie mehr oder weniger schleimigélonien, woflr ihre
Polysaccharidkapsel verantwortlich ist. Die Kapselaur kann in der Gram-Farbung als

hellrosafarbene Zone um die blau-violett gefarbiakken sichtbar gemacht werden. Die
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unterschiedliche Zusammensetzung der Kapselpolgaade ermdglicht eine Einteilung in
Uber 90 verschiedene Serotypen, von denen nur @fggheis Infektionserreger in den USA
und in Europa in Erscheinung treten. Aufgrund detiphagozytaren Eigenschaft stellt das
Kapselpolysaccharid einen wichtigen Virulenzfakier Pneumokokken dar. Bekapselte
Stamme sind daher in der Regel pathogen fir Mensch Tier, wéhrend unbekapselte
Stamme meist apathogen sind (Watson and Mushef).18@bekapselte, nicht-typisierbare
Pneumokokken haben einen Anteil von bis zu 2% anadgmptomatisch vorkommenden
Pneumokokkenpopulation des Epithelgewebes im NRsatmen-Raum (Tuomanen, 2004).

S pneumoniae kommt asymptomatisch auf den Schleimh&uten desenbeespiratorischen
Traktes bei 5-70% der gesunden Erwachsenen undmbedestens 40% der gesunden
Kleinkinder vor. Eine Ubertragung erfolgt haufigrdln Aerosole, oft auch in Kombination
mit Viren des respiratorischen Traktes. Bei einesapwachten Wirtsdisposition, bei
Kleinkindern oder &lteren Menschen, kolonisiere@ Bneumokokken im Nasopharynx, von
wo aus sie in die Nebenhdhlen und in die Bronclwandern. Dort kdnnen sie eine Infektion
auslosen oder Uber mehrere Wochen und Monate asgymapsch im Wirt persistieren
(Ekdahl et al., 1997; Lodaet al., 1975). In vielen Fallen induziert eine Kolonisieg des
oberen Respirationstraktes rBitpneumoniae die Produktion von Antikorpern, die gegen das
bakterielle Kapselpolysaccharid gerichtet sind tesliltiert in der Immunisierung gegen den
entsprechenden Stamm. Bei einer AbwehrschwécheekbRneumokokken schwerwiegende
Infektionen auslosen, die in zwei Kategorien eiatdetwerden: Zum einen in invasive
Infektionen, wie z.B. Sepsis oder Infektionen destmlen Nervensystems, zum anderen in
lokale Erkrankungen der Schleimhaute, wie z.B.Kndmen des oberen Respirationstraktes.
Daneben istS pneumoniae auch Ausléser von bakteriellen Meningitiden, inves
Pneumonien, lokalen Infektionen wie Mittelohrentdiing (Otitis Media) und Sinusitis
(Abb. 1). Nach einer amerikanischen Studie haben 62% #&lader im Alter von 24
Monaten mindestens eine akute Mittelohrentziinduimg.seltenen Fallen verursachen
Pneumokokken auch Endokarditis und Perikarditis qhwn, 1992). Die haufigsten
Infektionen werden bei Kleinkindern im Alter vonlbis 11 Monaten beobachtet. Ihre Zahl
sinkt im Erwachsenenalter ab, steigt aber im Altar 50 bis 65 Jahren wieder steil an. Allein
in den USA werden 7 Millionen Falle von Otitis Madiund mehr als 500 000
Lungenentzindungen pro Jahr registriert, darungezu 7% mit toédlichem Verlauf. Weltweit
sterben bei 20 Millionen Infektionen pro Jahr etivilillion Menschen an den Folgen einer

Pneumokokken-Pneumonie und etwa 750000 an denerfrolginer Pneumokokken-



2 EINLEITUNG 9

Meningitis. Das deutsche Statistische Bundesamtatsthdie Zahl der jahrlichen
Pneumoniefalle auf 350 000 bis 500 000.

Die meisten Infektionen durch Pneumokokken werdemcld eine kleine Anzahl der
bekannten Serotypen verursacht, von denen die yperotl und 2 als besonders infektios
beschrieben wurden und bisher nicht aus der Nolonalfgesunder Erwachsener isoliert
werden konnten (Tuomanen, 2004). Die Verbreitung derschiedenen Serotypen ist
abhangig von unterschiedlichen Faktoren des Wiktés,beispielsweise dem Immunstatus,

dem Alter und dem geographischem Wohnort.

2.5. Therapie und Pravention von Pneumokokkeninfekt  ionen

Penicillin galt GUber Jahrzehnte hinweg als das otikum der Wahl zur Behandlung der
verschiedenen Pneumokokkeninfektionen, da es baregehr geringer Dosis (<0.06 pg/ml)
gegen die meisten Pneumokokkenstdmme wirksam eérdén 1960er Jahren erschwert ein
starker Anstieg der Zahl der Penicillin-resistent@émeumokokkenstdmme zunehmend die
Therapie. Der Anteil Penicillin-resistent8rpneumoniae-Stamme betragt inzwischen je nach
geographischer Lage bis zu 40% (Nasal, 1999). Ekweite Ausbreitung der Antibiotika-
Resistenz wird der Ausbreitung einiger hochreststelsolate der Serotypen 6B, 19F und 23F
zugeschrieben (Davies al., 1999), die fiur einen Grof3teil der Pneumokokkezktibnen vor
allem bei Kleinkindern verantwortlich sind. Einernenderte Penicillinempfindlichkeit tritt
dabei haufig bei Patienten mit vorangegangener itigerung und Antibiotikatherapie auf.
Die ersten Versuche zur Impfung gegen Pneumokokkeinden zu Beginn des 20.
Jahrhunderts unternommen. Durch zuvor abgettteteg&r wurde eine leichte Infektion
ausgelost, die einen lang andauernden Schutz wer erneuten Infektion bewirkte. Solche
Impfungen fuhrten nicht selten zu einer todlichlargfenden Pneumokokkenerkrankung. Eine
sichere und wirkungsvolle Impfung wurde ab 193CcHutie Verwendung von aufgereinigten
Kapselpolysacchariden ermdglicht. Es handelte sieim einen hexavalenten
Polysaccharidimpfstoft, der aus Kapselpolysacclarid  verschiedener
Pneumokokkenserotypen zusammengesetzt ist. Diegaistbff bewirkte bei Erwachsenen
die Bildung von Antikorpern gegen die Kapselpolydaride, die wiederum das
Komplementsystem aktivierten und so zu einem ertledsh Schutz gegen eine
Pneumokokkeninfektion beitrugen. In den 1970er elahwurde ein 14-valenter Impfstoff
zugelassen, der die Kapselpolysaccharide von ldchedenen Pneumokokkenserotypen

enthielt. Dieser wurde 1983 von einem 23-valentampf$toff (PneumovaX!, PPV23)
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abgelost (Bruyret al., 1992). Die Immunisierung bewirkte einen effektivEBchutz gegen
Pneumokokkeninfektionen bei gesunden ErwachsenenPDblysaccharidimpfstoff vermittelt
keine schitzende Immunisierung bei Kindern untéaten, da Kapselpolysaccharide T-Zell-
unabhangige Antigene darstellen, und bei Kleinkindater 2 Jahren die T-Zell-unabhangige
Immunreaktion noch nicht entwickelt ist. Im JahrOQ0wurde in den USA ein Protein-
Konjugatimpfstoff gegen Pneumokokken mit der Bezeimg Prevnd& (PNCRM7)
zugelassen. Zu seiner Herstellung wurden aufggteiniKapselpolysaccharide von 7
S pneumoniae-Serotypen (4, 6B, 9V, 14, 19F und 23F), sowie @iigosaccharid (aus
Serotyp 18C) chemisch an ein Proteintragermolekginer Variante des Diphtherietoxins
CRMsg7, gekoppelt. Diese Konjugate werden von B-Zell-R¢aeen erkannt, in die Zellen
internalisiert und von MHCII-Molekilen an die Olédhe der B-Zellen transportiert, wo die
Peptidfragmente den T-Zellen présentiert werderdubzh wird die T-Zell-unabhéngige in
eine T-Zell-abhéngige Reaktion gegen die Polysaabdaumgewandelt, die nun auch
Kleinkinder langfristig gegen eine Pneumokokkerktifen schiitzen kann. Eine Studie tber
die Schutzwirkung dieses 7-valenten Konjugatimgfetoergab in den USA einen Rickgang
der Otitis Media Erkrankungen um 67% und der Ba#ieien um 85% (Black, 2000). Es
bleibt zu bertcksichtigen, dass der Konjugatimgfstmr einen Immunschutz gegen die
beinhalteten Serotypen vermittelt. In unterschain geographischen Regionen kommen
auch andere Serotypen vor, so dass ein vermehitesatg dieser Impfstoffe zu einer
zunehmenden Ausbreitung solcher seltenen Serofijiigan konnte. Eine mogliche Losung
liegt in der Entwicklung von Impfstoffen, die aufeityp unabhangigen immunogenen
Pneumokokken Proteinen, wie z.B. Pneumolysin basier

2.6. Oberflachenkomponenten und Virulenzfaktoren VO n
S. pneumoniae

Verschiedene Merkmale der Pneumokokken liefern reibedeutenden Beitrag zu ihrer
Virulenz. Neben dem im bakteriellen Zytosol gebigle Toxin Pneumolysin spielen dabei vor
allem Faktoren der Bakterienoberflache eine besendeRolle. Bakterielle
Oberflachenkomponenten haben immunmodulatoriscgerischaften und zeigen adhasions-
und invasionsférdernde Eigenschaften (AlonsoDeVtelag al., 1995). Haufig fungieren
Proteine, Polysaccharide oder Lipidstrukturen dektBrienoberflache als Adhéasine. Die
Anheftung vonS. pneumoniae an Wirtsstrukturen stellt einen wichtigen initial&chritt bei

einer Infektion dar. Adharente Bakterien kdnnenhsien weiteren Infektionsprozess
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extrazellular vermehren und in tiefere Gewebe vog#m. Nach dem Zellkontakt kdnnen sie
die Aufnahme in Wirtszellen auslésen, um zellul@arrieren zu Uberwinden oder

intrazellular zu persistieren.

2.6.1. Die Polysaccharidkapsel

Bei den meisten S pneumoniae-Stammen wird die Zelloberflache von einer
Polysaccharidkapsel umgeben. Bei der Kapsel haregelsich um eine stammspezifisch
zusammengesetzte Zuckerstruktur, die als Haupénafibktor der Pneumokokken
identifiziert wurde (AlonsoDeVelasce al., 1995; Hammerschmiddt al., 2005; Jedrzejas,
2001). Bekapselt& pneumoniae-Stdmme verhalten sich im Tiermodell um ein Vietfas
virulenter als kapsellos@Vatson and Musher, 1990). In Abhangigkeit ihreminmogenen
Eigenschaften sind mehr als neunzig Serotypen In¢kaon denen aber nur zwanzig als
Infektionserreger beschrieben wurden (Musher, 198@% erkrankten Erwachsenen konnten
die Serotypen 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9VA112F, 14, 18C, 19A, 19F, 22F und 23F
isoliert werden. Bei Kindern I6sen vor allem die@gpen 1, 4, 5, 6A, 6B, 9V, 14, 18C, 19A,
19F und 23F Infektionen aus. Die fur die Virulerebutsame Rolle der Kapsel wird dadurch
begriindet, dass sie, unabhangig von der jeweilgenktur der Kapselpolysaccharide, den
Pneumokokken einen sicheren Schutz vor dem Immtersygerleiht. Die Kapsel schitzt die
Erreger gegen die Komplement-ausgeloste Opsonmgeradem sie eine Bindung zwischen
Bakterien und dem C3b Komplementrezeptor verhingfenie, 1975; Roberts, 1996). Daruber
hinaus konnte bei einigen Serotypen (Serotypen 8nd 37) vonS. pneumoniae wahrend
einer Infektion eine spontane Phasenvariation inKigpselexpression beobachtet werden.
Der so genannte transparente Phéanotyp bildet @neggre Menge an Kapselpolysaccharid.
Bakterielle Oberflachenproteine sind nicht mehr Wwlysacchariden maskiert und kénnen
die Anheftung der Bakterien an mukosale Epithefitdehen férdern und ermdglichen damit
ein Persistieren im nasopharyngealen EpithelgewBlee.opaque Phanotyp ist durch eine
starkere Bekapselung gekennzeichnet und weist eiaetlich erhéhte Virulenz in
systemischen Infektionen auf (Overwetaal., 2000; Weiseket al., 2001). Es wurde vermutet,
dass die Kapsel mdglicherweise wichtige Virulentbadn auf der Pneumokokkenoberflache
maskiert, die fur eine Adharenz an Wirtszellgewebatwendig sind. Ein zu stark
ausgepragtes Kapselpolysaccharid koénnte demnach Adiedrenz der Bakterien an
Wirtsgewebe verhindern (Overwegt al., 2000; Weiseret al., 1994). In diesem
Zusammenhang zeigten Hammerschmadt al. (Hammerschmidtet al., 2005), dass
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Pneumokokken offensichtlich die Menge an Kapsekadgharid im Verlauf einer Infektion
differentiell bzw. stadienspezifisch regulieren kén. In elektronenmikroskopischen Studien
konnte gezeigt werden, dass zunachst stark bekafeéumokokken in direktem Kontakt
mit Wirtszellen aus dem Lungengewebe der Maus idbutiveniger stark bekapselt

erschienen.

c

S.p. A66ACps S.p. A66 Serotyp 3

Abb. 2: Bekapselte und unbekapselte Pneumokokken. Elektroikeoskopische Aufnahmen von Ruthenium-
Rot-fixierten Pneumokokken zeigen den Unterschiedleér Expression des Kapselpolysaccharids
zwischen einem bekapselt&pneumoniae Stamm Ep. A66 Serotyp 3) und seiner unbekapselten
Mutante Ep. A66Acps) (Hammerschmidét al., 2005).

2.6.2. Zellwand und Zellwandpolysaccharide

Die Zellwand der Pneumokokken besteht aus einenzwéek verschiedener Molekiile,
welche der Bakterienzelle Struktur und mechanisstigke verleihen (Garcia-Bustesal.,
1987). Ihre Hauptbestandteile sind wie bei and€&emam-positiven Bakterien Peptidoglykan,
Teichonsauren und verschiedene Proteine (Mosser Tamdasz, 1970). Ein besonderes
Merkmal der Zellwand von Pneumokokken ist das Phospcholin (Vollmer and Tomasz,
2001), das auch beNesseria spp., Haemophilus influenzae und Pseudomonas als
Zellwandbestandteil vorkommt (Kolberfjal., 1997; Weiseget al., 1998) und als Anker fur
verschiedene oberflachenlokalisierte Cholin-bindeRdoteine (CBPs) fungiert (Yothetral.,

1998). Viele der Zellwandkomponenten tben eine tigehRolle als Pathogenitatsfaktoren
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der Bakterien aus und wirken beispielsweise alsdatte oder Determinanten zum Schutz
gegen Wirtsabwehrmechanismen (Talay, 2005).

Das auch als Murein bezeichnete Peptidoglykant stedl Hauptkomponente Gram-positiver
Zellwande dar. Es kommt auch in der Zellwand Gragativer Bakterien vor, bildet hier
jedoch nur eine vergleichsweise dinne Schicht. Pastidoglykan ist ein Heteropolymer,
bestehend aus Zuckerpolymeren, die durch versaiee@digopeptide kovalent quervernetzt
sind. Der Kohlenhydratanteil besteht aus alternmdea Einheiten vom-Acetylglukosamin
und N-Acetylmuraminsaure, die Uber eing-1,4-glykosidische Bindung miteinander
verknupft sind. An die Muraminsauren sind koval@aptide aus D- und L-Aminosauren
gekoppelt, die untereinander ebenfalls kovalentwgraetzt sind Abb. 3). In S. pneumoniae
bestehen die quervernetzten Peptide aus den Amiressd -Alanin, D-Glutamin, L-Lysin
und L-Serin (Fischer and Tomasz, 1985). Weitere tdelteile der Gram-positiven
Pneumokokkenzellwand sind Teichonsdauren und Lipbtgisduren, die UberN-
Acetylmuraminséaure an das Mureingerust gebundeth giwischen 15% und 30% dés
Acetylmuramins tragen Teichonsauren. Der AnteilTaichonsduren variiert im Zuge der
Phasenvariation zwischen opaguem und transparenBakterienzell-Phéanotyp. Die
Teichonsduren sind Uber Phosphatester miteinaneldiunden, die Aminosaure D-Alanin
sowie jeweils zwei Phosphorylcholine sind daran ngigift. Die Phosphorylcholinketten
bestehen aus sechs Cholin-Einheiten und sind glyisob UbeMN-Acetylgalaktosamin an die
Teichonséuren und Lipoteichonsauren gebunddib.(3) (Fischer, 2000). Cholin stellt fur
Pneumokokken einen essentiellen Wachstumsfaktqrdgarvon den Bakterien nicht selbst
synthetisiert werden kann und daher im Nahrsubstititalten sein muss. Cholin kann durch
Ethanolamin im Wachstumsmedium ersetzt werden,etidsprechend an dieselbe Position
wie das Cholin in Teichon- und Lipoteichonsauraemgebaut werden kann. Als Folge dieses
Austausches wurde beobachtet, dass die Bakterigewdhnlich lange Ketten ausbilden
(Vollmer and Tomasz, 2001). Da bekannt ist, das<atiolin-bindenden Proteine (CBPs) das
Phosphorylcholin bendtigen, um mit der Pneumokokk#wand zu assoziieren kann das
Ethanolamin das Cholin funktionell nicht ersetzedar{chez-Puellegt al., 1990). Die
Funktion dieser Cholin-bindenden Proteine wird spén Detail beschrieben. Verschiedene
Oberflachenproteine enthalten eine Signalsequanzhdlie sie mit Hilfe des Sec-abhangigen
Transportweges Uber die Zytoplasmamembran nachau®esportiert werden. Dort werden
sie entweder in der duReren Membran verankert odedie extrazellulare Umgebung
entlassen. Allgemein werden zwei Gruppen von Oéehntnproteinen unterschieden. Die

eine Gruppe umfasst die meisten Lipoproteine dieLgidankermotiv besitzen. Die andere
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Gruppe umfasst diejenigen Proteine die Uber dag GPMotiv durch die Sortase kovalent in
der Zellwand verankert werdeAlfb. 4) (Bergmann and Hammerschmidt, 2006; Fischebtti
al., 1990).

Cholin-bindende Proteine

Cho  Cho Kapsel-
1 1 p
7 f DAe A-AK Polysaccharide
H{GIC-AATGaI -GalNAc - GalNAc -ribitol - P]n\ N E* X/ (90 verschiedene Serotypen)
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Abb. 3:  Zellwandaufbau und Pneumokokken-spezifische Modifdnen (Vollmer, 2007).

Peptidoglykan wird als ein starkes biologischesEfirmolekil &hnlich dem Endotoxin LPS
(Lipopolysaccharid) der Gram-negativen Bakterieacheéeben (Boneca, 2005; Myheeal .,
2006; Rietschelet al., 1998). Entsprechend seiner Eigenschaften als kiboservierte
bakterielle Komponente wird Peptidoglykan in dierige der PAMPs (pathogen-associated
molecular patterns) eingruppiert. PAMPs konnen kiute angeborene Immunabwehr von
PRRs (pathogen recognition receptors) erkannt uimdingert werden. Das C-reaktive
Protein, ein PRR und Modulator der frithen Immunamtykann an das Phosphorylcholin auf
der Pneumokokkenoberflache binden, die Komplemshkdde aktivieren und damit eine
Phagozytose des Pathogens induzieren (MedzhitowJaneway, 1997; Moldt al., 2002).
Andere PRRs die in Zusammenhang mit der Zellwand Rleeumokokken beschrieben
wurden, sind die Toll-like Rezeptoren (TLRs), daBPL (LPS binding protein), NOD-
(Nucleotide-binding oligomerization domain) Protimnd CD14, ein Rezeptor auf der
Oberflache von Monozyten und Makrophagen (Pateeswh Mitchell, 2006; Webest al.,
2003; Weidemanmt al., 1997). Lange wurde angenommen, dass TLR2 dasdBglykan
und die Lipoteichonsauren der Zellwand von Gramtpes Bakterien erkennt. Es konnte
aber gezeigt werden, dass Proteine, die im Pepykimgnetzwerk eingebettet sind und durch
eine Aufreinigung des Peptidoglykans nicht entfesgrden konnten, die Ausléser einer
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TLR2-abhangigen Immunantwort sind. Es wird angenemndass Lipopeptide die TLR2-
abhangige Immunantwort auslésen. Das LBP wurde asllwand-bindendes
Akutphasenprotein identifiziert. Dabei erkennt es owahl aufgereinigte
Pneumokokkenzellwandstrukturen, wie auch intakteuRtokokken (Webeet al., 2003).
CD14 kann eine Monozyten und Makrophagenaktivierdugh eine Bindung von I6slichem
Peptidoglykan und Gram-negativen LPS-Strukturenzneten (Weidemane al., 1997). Die
Bindung von Muropeptiden des Peptidoglykans an derazellularen eukaryontischen
Rezeptor NOD2 initiiert eine Signalkaskade, die émer Expression verschiedener

antimikrobieller Peptide aus Makrophagen und Momnezyesultiert (Opitzt al., 2004).

2.6.3. Adhasine und andere Virulenzfaktoren von S. pneumoniae

Das oberflachenexponierté®hosphorylcholin der Pneumokokken spielt durch seine
vielseitigen Wechselwirkungen in frihen Infektiohapen eine entscheidende Rolle. Neben
seiner Funktion als Ankermolekul fir verschiederIi-bindende Proteine kann es durch
eine Interaktion mit PAF (platelet-activating fagtound dem PAF Rezeptor eine
Internalisierung der Bakterienzelle in die aktitéeEndothelzelle unterstiitzen (Cundglal .,
1995; Cundelkt al., 1995).

Die Phosphorylcholin-Esterase(CbpE oder Pce) besitzt eine N-terminale Signaileeg und
eine C-terminale Cholin-bindende Domane. Durch E#terase-Aktivitat reguliert sie die
Menge an Zellwand-assoziiertem Phosphorylcholiruk®tranalysen der Pce zeigen, dass nur
endstandiges Phosphorylcholin der TeichonsaurendesnEsterase erreicht werden kann.
Dadurch kann die Phosphorylcholin-Esterase nur &% der Phosphorylcholine von der
Pneumokokkenzellwand abspalten (Holtie and Tomdak¥74). Die im Maus-Modell
beobachtete deutlich erhohte Virulenz einer PcealMiat ist noch weitgehend unklar,
allerdings wird vermutet, dass eine erhthte MergeRhosphorylcholin eine Interaktion mit
dem PAF Rezeptor und damit eine Internalisierung Eieeger beginstigt (Vollmer and
Tomasz, 2001).

Das Pneumokokken-AutolysiN-Acetylmuramyl-L-Alanin-AmidaseLytA wurde als erstes
Cholin-bindendes Protein beschrieben (Gaeti., 1988). Es bendtigt das Phosphorylcholin
fur eine Konvertierung von der inaktiven E-Form die aktive C-Form. LytA ist
verantwortlich fir eine Lyse der Pneumokokken, diiech Wachstum der Bakterien in der
stationéren Phase sowie durch den Einfluss vorbfatitka ausgeldst werden kann. Durch die
Wirkung dieses Autolysins werden letztlich auch emed pathogenetisch wichtige
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intrazellulare Inhalte der Pneumokokken, wie z.Bs dToxin Pneumolysin freigesetzt
(Tomasz, 1970). Die ZellwandhydrolakgtB spielt eine wichtige Rolle bei der Separation
von Tochterzellen in der Zellteilung (Garataal ., 1999).

CBP
LPXTG Autolysine
NanA PSpA
IgAl-Protease PspC
Zmp Pce ] ;
PrtA I Nicht-klassische
: . HrtA PavA
Lipoproteine - Eno
SIrA TA 5
PsaA P >
PiaA
PiuA PCho
LTA
PG
AN
LM

Abb. 4: Modell der Zellwand von S pneumoniae mit oberflichenlokalisierten Adhé&sinen und
Virulenzfaktoren verschiedener Klassen. LM: Lipidntwan, PG: Peptidoglykan,PCho:
Phosphorylcholin, LTA: Lipoteichonsauren (Bergmama Hammerschmidt, 2006).

Das Cholin-bindende Oberflachenprot&spA (pneumococcal surface protein A) wurde als
Bindungsprotein fir das humane Eisentransportprdiektoferrin identifiziert. Laktoferrin
ist in den Sekreten der Schleimhdute zu finden dieht hier den Pneumokokken
moglicherweise als Eisenquelle (Hammerschnetdal., 1999). Daruber hinaus ist bekannt,
dass PspA eine Aktivierung der Komplementkaskadhingern kann, vermutlich indem es
durch Interaktion mit dem Komplementfaktor B dierkding der C3-Konvertase und damit
eine Spaltung in C3a und C3b verhindert. Daduratdl wine Komplement-vermittelte Lyse
der Pneumokokken unterbunden @uwal., 1999).

Bei dem OberflachenproteirspC (pneumococcal surface protein C, auch CbpA odsASp
genannt) handelt es sich ebenfalls um ein Cholwldmdes Protein. PspC konnte als
bakterielles Adhasin fiur die sekretorische KompaoeenSC) des sekretorischen
Immunglobulins A (slgA) und des polymeren Immunglbirezeptors (pIgR) identifiziert
werden. Durch diese bisher ausschlief3lich fur Prodwkken beschriebene Interaktion wird
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eine Adharenz und eine anschlieRende Transmigral@enPneumokokken an bzw. durch
humane Epithelzellen ermdglicht (Eknhal., 2004; Hammerschmidt al., 1997). Weiterhin
wird PspC als Bindungspartner der Komplementfaktd€8 (Chenget al., 2000) und Faktor
H (Daveet al., 2001) beschrieben. Durch die Bindung der FaktdesKomplementsystems
kénnten die Pneumokokken einer Opsonophagozytdkeramen.

Pneumolysinist ein Zytolysin, das von allen klinischen Pnelwidkenisolaten gebildet wird.
Es bindet an im Plasma der Wirtszelle vorliegen@bslesterin und induziert durch seine
hamolytische Aktivitat eine ringférmige Lyse derllée(Johnsoret al., 1980). Pneumolysin
ist ein 52,8 kDa grol3es, hoch konserviertes zysopédisches Protein, bestehend aus 470
Aminosauren (Johnsomt al., 1982). In Abh&ngigkeit der Konzentration des Sgtien
Pneumolysins konnten verschiedene biologische A#ten dieses Toxins beschrieben
werden. In hohen Konzentrationen aktiviert es dassische Komplementkaskade, was zu
einer Lyse der Wirtszellen fuhrt. In niedrigeremcht-toxischen Konzentrationen resultiert
eine Pneumolysinbehandlung von Serum in einer geren Opsonisierungsfahigkeit des
Serums und damit auch in einer reduzierten PhagseytonS. pneumoniae (Alcantaraet al.,
2001). Zudem stimuliert Pneumolysin in sublytisch&@nzentration die Produktion von
inflammatorischen Zytokinen wie TNé-oder Interleukin-f. Weiterhin inhibiert es den
Zilienschlag auf respiratorischem Epithelgewebeisatie Migration von Neutrophilen und
die Ausreifung von Lymphozyten, und damit eine Ratperproduktion (Patoet al., 1993).
Eine Vielzahl von bakteriellen Adhasinen ist in dexge, verschiedene Komponenten der
extrazellularen Matrix (ECM) zu erkennen und dabdueine spezifische Bindung von
S pneumoniae an den Wirt zu unterstitzen. Durch Bindung an rRiasgen verfiigen die
Erreger Uber einen erfolgreichen Mechanismus, 8irak der extrazellularen Matrix zu
degradieren, um in Epithelzellen einzudringen. flasgen liegt in hoher Konzentration im
menschlichen Plasma vor (180 pg/ml) und ist dagr2rym fur Plasmin, einem Effektor der
Fibrinolyse. Eine Plasminogen-Bindung v@& pneumoniae konnte bei bekapselten und
unbekapselten Stammen nachgewiesen werden. AlsmiRlagen-Bindungsprotein von
S pneumoniae wurden die glykolytischen EnzymeEnolaseund GAPDH (Glyceraldehyd-
3-phosphat-Dehydrogenase) identifiziert (Bergmetrad., 2001).

Ebenfalls von Bedeutung ist die Fahigkeit von Pnekowkken das extrazellulare Matrix-
Protein Fibronektin zu binden, und zwar sowohlaslicher als auch in immobilisierter Form
(van der Flieret al., 1995). Das oberflachenlokalisierf@avA Protein (pneumococcal
adherence and virulence factor A) konnte als Pné&oki@n Adhéasin fur Fibronektin

identifiziert werden. Eine PavA-Deletionsmutantes derulenten Stammes D39 zeigte in
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systemischen Maus-Infektionen sowie in einem Mawskgitis-Modell eine deutlich
verminderte Virulenz (Holmeat al., 2001; Prachét al., 2005).

Weitere Virulenzfaktoren und ihre verschiedenen iMaismen sind in Tabelle 1 aufgefiuhrt.

Protein Virulenzmechanismus Referenz

LPXxTG-verankerte Proteine

NanA Persistenz im respiratorischen Trakt (Kehgl., 2004)

IgA;-Protease Verstarkung der Pneumokokken-Adhéarenz  eis@hét al., 2003)

Hic Faktor H-Bindung (Janulczgk al., 2000)
C3b Inaktivierung und Schutz vor (Jaetal., 2002)
Phagozytose

Hyaluronidase Translokation von Pneumokokken toiiPet al., 1993)
zwischen verschiedenen Geweben

Neuraminidase Desialysierung des LPS von Pathogene (Shakhnoviclet al., 2002)
des Respirationstrakts

HtrA Resistenz gegenlber oxidativem Stress ($ebal., 2002)

Lipid-verankerte Proteine

SIrA Unterstilitzung der Kolonisierung (Hermanal ., 2006)
PpmA Unterstitzung der Kolonisierung (Hermetnal ., 2006)
PiaA und PiuA Eisenaufnahme und Kolonisierung o(aret al., 2001)
PsaA Unterstutzung der Adhéarenz (Maatral., 2002)

Tab. 1: Virulenzmechanismen von LPxXxTG- wund Lipid-verankerteProteinen (Bergmann and
Hammerschmidt, 2006; Hammerschmidt, 2007)

2.7. Strategien pathogener Bakterien zur Interaktio n mit
verschiedenen eukaryontischen Strukturen

Pathogene Mikroorganismen verfigen Uber eine Vietlason Strategien die es ihnen
ermdoglichen unterschiedliche Nischen innerhalb ®ikéirtes zu besiedeln. Viele Gram-
positive Bakterien besitzen eine Reihe von Adhéasirtie an verschiedene Zielmolekile
binden konnen und so stadienspezifisch wahrendr elnéektion die Adharenz an

Wirtsstrukturen vermitteln konner@&aphylococcus aureus und andere Pathogene kénnen
durch differentiell exprimierte Adh&sine im Verlagiher Infektion in verschiedene Epithel-
und Endothelgewebe eindringen (Talay, 2005). Egthalare Bakterien, wie z.B. viele

Streptokokken und Staphylokokken binden spezifiasnhWirtsproteine der extrazellularen
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Matrix. Dabei bilden viele verschiedene Proteinee wB. Kollagene, Fibronektin, Laminin,
Vitronektin, Fibrinogen und andere eine adhasiver@chenstruktur. Glykosaminoglykane
werden ebenfalls zur ECM gezahlt. Proteine derageltularen Matrix sind im Korper weit
verbreitet und werden vor allem bei Wunden und &fedngen verstarkt gebildet, ein
Umstand, der fur Pathogene ideal zur Kolonisierdag Wirts genutzt werden kann (Talay,
2005). Am Beispiel vors. pneumoniae wurden bereits verschiedene Strategien beschrieben
wie Pneumokokken durch eine Vielzahl von AdhasimenProteinen der ECM interagieren
und sogar durch eine Degradation von ECM Proteingiefere Gewebsschichten eindringen
kobnnen (siehe Kapitel 2.6.3). Bakterielle Oberf&mgroteine, die eine Adhérenz an
Wirtsmolekile der ECM vermitteln, werden allgemd#SCRAMMs (microbial surface
components recognizing adhesive matrix moleculem)agnt (Foster and Hook, 1998).
MSCRAMMSs repréasentieren eine Protein-Familie, dekéitglieder meist kovalent in der
Peptidoglykanschicht der Bakterienzellwand verankerd. Beispiele fir MSCRAMMSs sind
bei S aureus die Fibronektin-Bindungs-Proteine FnBPA und FnBEiB, Kollagen-bindendes
Protein Cna und die Fibrinogen-bindenden Proteilid Gnd CIfB (clumping factor A und
B) (Greeneet al., 1995).S aureus Protein A (Spa), ein Oberflachenprotein mit eifi@r
MSCRAMMSs typischen LPxTG-Sequenz, konnte als Adh&kes van Willebrand Faktors
(VWF) identifiziert werden. Der VvWF wird vor allembei Verletzungen von
Endothelstrukturen gebildet und kann deshalb aletzeigter Rezeptor flr Krankheitserreger
in der initialen Phase einer intravaskularen Iritekdienen (Hartleilet al., 2000).

Viele Pathogene haben neben der Interaktion mitelren der ECM auch Strategien
entwickelt, an Proteoglykan-Strukturen des mukasalEpithelgewebes zu binden.
Proteoglykane bestehen aus einem Protein und eier mehrerer kovalent gebundener
Glykosaminoglykanketten. Zu den Glykosaminoglykandie aufgrund ihres reichlichen
Vorkommens im menschlichen Kdrper ebenfalls eindeReéhrend der Pathogenese spielen,
gehoéren Heparin, Heparansulfat, Chondroitinsulfad Dermatansulfat. Vor allem das weit
verbreitete Heparansulfat konnte bereits als Zi&kid verschiedener Mikroorganismen
identifiziert werden.Listeria monocytogenes, Chlamydia pneumoniae, Neisseria spp. und
S pneumoniae konnten Uber Heparansulfat an nasopharyngealehdtpillen binden
(Tonnaeret al., 2006).

Die Bindung von Bakterien an Wirtszellen und Komgoten der extrazellularen Matrix kann
neben der physikalischen Anheftung auch zu einesldsung von Signalkaskaden in der
Wirtszelle fihren. Als Folge kann es zu einer Raaisgation des Aktin-Zytoskeletts und einer

Integrin-vermittelten Aufnahme des Pathogens komn®wich eine Fahigkeit der Erreger
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kann hilfreich sein, dem Immunsystem, aber auchereiAntibiotikabehandlung zu
entkommen. Es konnte gezeigt werden, d&ssaureus eine Aufnahme durch nicht-
professionelle Phagozyten, wie z.B. Epithel-und dEhelzellen, Fibroblasten, Osteoblasten
und Keratinozyten induzieren kann (Ageeeal., 2003; Sinhat al., 2000).

Neben Proteinen der extrazellularen Matrix konneakt&ien auch an viele andere
Wirtsstrukturen anheften und dadurch eine Besiagflugine Vermehrung und eine
Ausbreitung unterstitzen. Thrombozyten beispielsavédieten Pathogenen eine adhasive
Oberflache auf verletztem Gewebe und kénnen demgErn auch als Vehikel fir einen
Transfer in andere Wirtsbereiche dienen. Bei eMieizahl von Pathogenen, wie z.B. bei
Saphylococcus aureus, Saphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes, Neisseria
gonnorrhoeae, Haemophilus influenzae, Listeria monocytogenes, Enterococcus spp,
Pseudomonas spp und Bacillus spp. konnten Interaktionen mit Thrombozyten nachegen
werden (Fitzgerald et al., 2006). Dabei binden die Bakterien Uber bakteriell
Oberflachenproteine entweder direkt oder uUber eiiicBenmolekil indirekt an die
Oberflachenrezeptoren von Thrombozyten. Von Bedwpterscheint dariber hinaus auch,
dass Blutplattchen Granula enthalten, die mit Jeestenen Substanzen angefullt sind, z.B.
Adenosindiphosphat (ADP), Serotonin, Calcium undténen wie Thrombospondin-1
(TSP1), Fibrinogen (Fg), Vitronektin (Vn) und deranvWillebrand Faktor (VWWF) (Reed,
2002). Bei einer Aktivierung der Blutplattchen dur¥erletzungen werden diese Inhalte
sekretiert und eine Thrombusformation induziert. kiBeen koénnen ebenfalls eine
Aktivierung der Blutplattchen und damit eine Audsithng der Proteine der Granula
bewirken. In diesem Zusammenhang wurdeSaureus beschrieben, dass CIfA/B (clumping
factor A und B) und FnBPA/B eine wichtige Rolle beer Bakterien-Thrombozyten-
Assoziation spielenS. aureus bindet Uber eine Fibrinogen- und Fibronektin-Bréicn die
Blutplattchen (Fitzgeraldet al., 2006). Eine gesteigerte Assoziation v8n aureus an
Blutplattchen konnte durch Fibrin und in Anwesemhhetdles Granula-Proteins
Thrombospondin-1 (TSP1) beobachtet werden. TSPéirsgchach Ausschuittung der Inhalte
aus den Granula eine Aggregation verschiedenereiReotauf der Oberflache der
Blutplattchen zu bewirken, was letztlich zu einestgigerten Bindung vo& aureus an die
Plattchen fuhrt (Niemanmt al., 2004). In Kaninchen-Endokarditis-Modellen konmme
bakterielle Adharenz an Fibrin-Thrombozyten Matsizzobachtet werden. Dabei wurde die
Assoziation von Streptokokken und StaphylokokkeAmwesenheit von Thrombozyten an
eine immobilisierte Fibrin-Matrix noch deutlich étit. Diese Beobachtung liefert einen

weiteren Beleg fur die Bedeutung von Thrombozyterd weren Rekrutierung durch
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pathogene Bakterien in der initialen Phase eink&tebi@llen Infektion (Chugtet al., 1990).
Eine Rolle von Thrombospondin-1, dem haufigstendnader Granula der Thrombozyten, in
der Vermittlung einer Bindung vo8. aureus an kinstliche Oberflachen wurde zum ersten
Mal von (Herrmanret al., 1991) beschrieben.

2.8.  Thrombospondin-1

Thrombospondin-1 (TSP1) ist ein matrizellulares)can-bindendes Glykoprotein, das in
verschiedene zellulare Prozesse involviert ist dadsen Bildung von Wachstumsfaktoren
und Zytokinen abhé&ngig ist. Bei der Wundheilung,tzZEindungsreaktionen und der
Angiogenese ist es an der Proliferation, Migratioid Apoptose von Zellen beteiligt (Adams,
2001; Raugiet al., 1987). TSP1 bindet an eine Reihe von Integrind micht-Integrin
Rezeptoren, CD47 oder CD36 und an extrazellulareleklile wie Heparansulfat-
Proteoglykane und ECM Proteine (Cheh al., 2000). Die Bindungsstellen fur diese
verschiedenen Rezeptoren sind Uber das gesamte-MISIEBRil verteilt, von denen viele
Doméanen multiple Rezeptoren bindébb. 5).

Strukturelle Organisation

Die Thrombospondin Familie kann in die Subfamili@nund B unterteilt werden. Zur
Subfamilie A zahlen die als Trimer organisiertenrofhbospondine 1 und 2 (TSP1 und
TSP2). Zur Subfamilie B gehoéren die Thrombospondnend 4 sowie COMP (cartilage
oligomeric matrix protein), welche als Pentameregaorsiert sind und strukturelle
Unterschiede zur Subfamilie A aufweisen. Am weéaswverbreitet ist das TSP1. Unter
physiologischen Bedingungen ist die humane Plasnmdadration von TSP1 100 pg/ml, die
Serumkonzentration kann lokal tber 200 pug/ml betnad SP1 besteht aus drei Polypeptiden,
die Uuber eine Disulfid-Bricke miteinander verbundeind. Das Trimer hat ein
Molekulargewicht von 420 kDa, das Monomer weist liolekulargewicht von ca. 180 kDa
auf. Das TSP1 Monomer kann in vier strukturelle ¢irstte gegliedert werden: eine
globuldre N-terminale Region, einen Oligomerisigigabschnitt, einen verbindenden
Abschnitt mit charakteristischen Typ 1, Typ 2 ungpbT3 Sequenzwiederholungen und eine
globulare C-terminale Region (Lawler and Hynes,6.9887).

Zum N-Terminus (TSPN) zadhlen die globulare N-termen Region, die
Oligomerisierungsdomane und die Typ 1 Sequenz-Whediengen des anschliel3enden

Abschnitts. Der globulare Teil des N-Terminus israntwortlich fir eine Heparansulfat-
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Proteoglykan-, Fibrinogen- und Integrin-Bindung umid auch Heparin-Bindungs-Domane
(HBD) bezeichnet. Innerhalb dieser Region konnteai dequenzabschnitte identifiziert
werden die eine Heparin-Bindungsaktivitat aufweigd® 22-29 ARKGSGRR, AS 79-84
MKKTRG, AS 170-189 TRDKLASIARLRIAKGVNDNF) (Elzie ad Murphy-Ullrich,
2004). Es wird vermutet, dass die drei Heparin-Bimgs-Sequenzen kooperativ an der
Heparin-Bindung beteiligt sind. Die HBD besteht pisédchlich aus basischen Aminosauren
und scheint damit verantwortlich fir die ladungsaidige Bindung von Sulfatiden zu sein.
Heparansulfat-Proteoglykane sind verantwortlichdfiile Bindung von TSP1 auf der apikalen
Oberflache von vaskularen Endothelzellen (Feitsnal., 2000). In einem Komplex mit
Proteoglykanen konnten keine signifikanten Konfarores&dnderungen des gesamten TSP1-
Molekils beobachtet werden (Tast al., 2006). Im TSPN konnten verschiedene
Bindungsstellen fir di@;-IntegrineasfBs, asf1 undogPy lokalisiert werden. Die AS 190-201
binden ogp;-Integrine auf Endothelzellen (Elzie and Murphysidh, 2004). An den
globularen Bereich schlielt sich die sogenanntekddemen-Domane an, die fir die
Oligomerisierung der TSP1-Monomere zu einem duri@uliddbriicken verbundenen TSP1-
Trimer verantwortlich ist. Daran schlief3t sich &mperdin-dhnliche Domane mit sechs Typ
1 Wiederholungen an. Diese Typ 1 Wiederholungent4®s Bindungsstellen fur CD36,
Kollagen V, Fibronektin, Laminin und Heparansulabteoglykane.

Die anschlieBenden Typ 2 Wiederholungen, aufgraner iHomologie zum epidermal growth
factor auch EGF-ahnliche Domane genannt, werden @érerminus zugeordnet und haben
Bindungsstellen fur Plasminogen, Fibrinogen ufglintegrine. Die sieben Typ 3
Wiederholungen binden vor allem Calcium-lonen adech a,f3 und oypp3 Integrine. Die
Bindung von Calcium-lonen ist besonders charakiscis fir das TSP1 Protein. Die
Calcium-Bindung induziert starke Konformationsamogen in den hoch konservierten
Typ 3 Wiederholungen, welche die physikalischen eBgghaften und die
Zellanheftungsaktivitat des ganzen Molekils beasdén (Lawler and Hynes, 1986). Der
siebte Abschnitt der Typ 3 Wiederholungen enthéte ekonservierte RGD-Sequenz, ein
Bindungsmotiv fir Integrine, an dasfs; und opP3 Integrine gebunden werden. In der
globularen C-terminalen Domane (GCT) konnten Birgdstellen fur CD47 (auch IAP,
integrin-associated protein) identifiziert werdeAdams, 2004; Grimberet al., 2006;
Isenberget al., 2006).
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Domaéane: EGF-homolog,
Domane: HBD Typ 2
Funktion: Heparin-Bindung, Funktion: Zelladh&sion,
Zelladhasion, Regulation der Protein-Bindung Doméne: GCT
Zellproliferation, Endozytose von Rezeptoren: Funktion.' Zelladhasion
TSP1, Thrombozytenaggregation Plasminogen, Fibrinogen, : N
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Domaéne: Properdin-homolog, Domane: Typ 3
Domane: Prokollagen- Typ 1 Funktion: Calcium-Bindung,
homolog Funktion: Heparin-Bindung, Zelladhasion
Funktion: Oligomerisation, Zelladhésion, TGFB- Rezeptoren: q,B3, a,,B3
Inhibition der Angiogenese Aktivierung, Induktion von

Apoptose, Inhibition der
Angiogenese, Protein-Bindung
Rezeptoren: Kollagen V,
Fibronektin, Laminin, CD36,
HSPG

Abb. 5:  Struktur, Funktion und Rezeptoren der Doméanen vbrofibospondin-1. Grau geféarbt ist der N-
terminale Bereich, der C-terminale Bereich ist bigefarbt. HBD: Heparin-Bindungs-Doméne,
HSPG: Heparansulfat-Proteoglykane, EGF: epidermalth-factor, GCT: Globuléare-C-terminale-
Domane.

Funktionelle Aspekte der TSP1 Interaktion mit Matrixmolekilen

Das weit verbreitete Vorkommen von TSP1 und seieachen Bindungseigenschaften sind
bereits Hinweise auf seine komplexen funktionelggenschaften. TSP1 wird im Korper von
verschiedenen Zelltypen gebildet und in die extlalZwe Matrix abgegeben. Neben
Thrombozyten, den Hauptproduzenten, die es als émtauf eine Thrombin-Aktivierung
sekretieren wird TSP1 aber auch von Monozyten, Blatkagen, dendritischen Zellen (DCs)
und verschiedenen anderen nichthAmatopoetischéenZgtbildet (Jaffest al., 1982). Eine
wichtige Funktion scheint TSP1 in der Angiogenegszaiiben, einem Prozess, der sowohl
bei der normalen Proliferation von Geweben als doehpathologischen Ereignissen wie
Krebs eine wichtige Rolle spielt. Eine Angiogenesgrd durch Interaktionen von
Endothelzellen mit Wachstumsfaktoren und ECM-Praei entweder stimuliert oder
inhibiert. Dem TSP1-Molekul konnte hierbei durche dinteraktion mit CD36 und;-
Integrinen eine hauptsachlich anti-angiogenesichekilg zugeschrieben werden. Diese
Wirkung konnte dadurch begrindet werden, dass diedudg der Typ 1-Sequenz-

Wiederholungen im TSP1-Molekiul an CD36 ufigintegrine in einer Induktion einer
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Signalkaskade resultiert, die eine Apoptose vonolrelzellen und damit letztlich eine
BlutgefaRneubildung verhindert (Armstrong and Bteims 2003; Shorét al., 2005). In den
meisten Fallen konnte der anti-angiogenesiche Effek TSP1 in einem Karzinom-Modell
durch einer Verringerung der Zahl und Grol3e detdggi@iie nachgewiesen werden (Blesiel
al., 1999). In Tumoren konnte aber umgekehrt auch gioeingiogenesische Eigenschaft des
TSP1 beobachtet werden, hauptséchlich vermittetthdden N-Terminus des Molekuls (Elzie
and Murphy-Ullrich, 2004).

2.9. Zielsetzung der Arbeit

Ausgehend von der Tatsache, dass der humanpathé&gesgerS. pneumoniae wahrend der
Infektion verschiedene Wirtsoberflachen besiedeld wnvadieren kann, sollte die Adhéarenz
und Invasion als bedeutende Form der Erreger-Witesaktion ndher charakterisiert werden.
Dabei sollte zunachst die Frage geklart werden,dab im menschlichen Korper weit
verbreitete Protein TSP1 mit den Pneumokokkenagieren kann. Es sollte getestet werden,
ob eine mdgliche Interaktion der Pneumokokken miSPT bei Adhéarenz- und
Invasionsprozessen eine Rolle spielt, d.h. ob T®&Ri Adhérenz und Invasion von
Pneumokokken an bzw. in humane Zellen beeinfluBsts Studium dieser mdglichen
Interaktion soll durch Charakterisierung der begeeh Strukturen zu einer Aufklarung des
bakteriellen Adhasins und zu einer Identifizierudgs zellularen Rezeptors auf der
Wirtszellseite fuhren. Weiterhin sollte die physigische Rolle des TSP1 in
Infektionsprozessen durclex vivo Studien aufgeklart werden. Letztlich sollen die
Untersuchungen zu einem besseren Verstandnis déodemese von Infektionen durch

S. pneumoniae beitragen.
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3. Ergebnisse

3.1. Interaktion von S. pneumoniae mit Thrombospondin-1

Bei der Analyse der Interaktion vois pneumoniae mit TSP1 wurde getestet, ob
Pneumokokken an verschiedene physiologisch vorigge Konformationen des
Glykoproteins TSP1 binden konnen. Da Blutplattchearf eine Aktivierung mit einer
Ausschuttung verschiedener Proteine, darunter T&®Imengenmallig haufigstes Protein,
antworten, wurde zunadchst eine mdgliche Bindung Poreumokokken an Blutplattchen

untersucht.

3.1.1. Thrombospondin-1 vermittelt eine Adh&sion vo n S.pneumoniae an
Blutplattchen

Thrombozyten wurden mit aufsteigender Thrombin-Kartgation aktiviert um zu testen, ob
S pneumoniae an Blutplattchen adhéarieren kann. Eine ThrombithAérung induziert die
Sekretion verschiedener Proteine, die in de@ranula der Thrombozyten gespeichert sind.
Anschlielend wurden die Thrombozyten mit verscmede S. pneumoniae-Stammen
inkubiert. Es wurde gepruft, oB. pneumoniae an Blutplattchen adhéarieren kann, die mit
verschiedenen Konzentrationen Thrombin aktiviertrdea. Dazu wurden der schwach
bekapselt&. pneumoniae Serotyp 2 Stamm ATCC 11733, der unbekapselte St&mrR800
und der bekapselt&sp. Serotyp 2 Stamm D39 auf eine Bindung an Blutptésic
(Assoziatformation) getestet. Der prozentuale Arder Bakterien-positiven Thrombozyten
wurde mittels der Durchflusszytometrie bestimmt.der Durchflusszytometrie konnte eine
deutliche Assoziatformation zwischeéh pneumoniae (Sp.) und aktivierten Thrombozyten
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse zeigten, dmssbabbachtete Assoziatformation
abhangig von der eingesetzten Menge an Thrombin Xwesatzlich konnte ein Einfluss des
Kapselpolysaccharids auf die Interaktion von denkt®&&en mit den Thrombozyten
nachgewiesen werdenAljb. 6). Der unbekapselt&Sp. R800 zeigte dabei die hochste
Assoziatformation mit 11% Bakterien-positiver Thioozyten. Bindungsversuche mit dem
schwach bekapselte®p. ATCC 11733 zeigten eine Adharenz der Bakterien di
Thrombozyten von 5%. Der stark bekaps&lfe D39 wies maximal 1,8% Bakterien-positiver

Thrombozyten auf Abb. 6). In friheren Studien konnte bereits derselbe \Adatungs-
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abhangige Prozess bei der Interaktion zwiscBesureus und Thrombozyten beobachtet
werden (Niemanmt al., 2004). Dabei wurde gezeigt, dass insbesondelieHés Fibrin und
verschiedene Proteine aus deiGranula der Thrombozyten, an dieser Assoziatfaonat
beteiligt sind. Vor allem das Glykoprotein TSP1 gtrizu einer Verstarkung der
Assoziatformation durch eine Komplexbildung mit fibbei. Daher wurde in weiteren
Versuchen untersucht, ob und wie TSP1 eine Adhasiors pneumoniae an die Oberflache
von Thrombin-aktivierten Blutplattchen vermittelt.

Es wurde getestet, ob das bei einer Thrombin-Adttivig der Blutplattchen ausgeschiittete
TSP1 vonS pneumoniae gebunden werden kann. Mit Hilfe eines anti-TSP lik&mpers
wurde eine Beteiligung des TSP1 an der Adhdrenz Roeumokokken an aktivierte
Thrombozyten getestet. Frisch isolierte Blutplatthvurden mit Thrombin aktiviert und der
Proteiniberstand gewonnen. TSP1 konnte im Protemsténd in hoher Konzentration
nachgewiesen werdeAlfb. 7). Die folgenden Versuche wurden vor allem mit dazhwach
bekapselten Laborstam8yp. NCTC 10319, einem Serotyp 35A, durchgefihrt. Aeitgtnde
Verdinnungen des sekretierten Proteintberstandetewuit dem Stamr8.p. NCTC 10319
inkubiert. Das aus dem sekretierten Uberstand afPdeumokokken gebundene TSP1 wurde
mit einem anti-TSP1 Antikérper und einem sekund&ieiorochrom-gekoppelten Antikdrper
markiert. Durchflusszytometrische Analysen zeigtegine konzentrationsabhéngige
Rekrutierung des TSP1 aus dem Proteintberstanth died®neumokokkempb. 7).
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Abb. 6: Bindung von S pneumoniae an Blutplattchen in Abhangigkeit der Thrombin-Ak#rung. A,
Reprasentative Punktwolkendiagramme: Bindungsveesuwurden mit den Syto 13 markierten
S. pneumoniae-Stammen ATCC 11733, R800 und D39 an anti-CD42arREKierte Blutplattchen bei
steigender Thrombin-Aktivierung der Blutplattchenrchgefihrt. Die Assoziatformation (in %)
wurde durch durchflusszytometrische Analysen qfiaigit. B, Eine Thrombin-Aktivierung erhdht
konzentrationsabhangig die Bindung des schwachpsek@&n ATCC 11733 und des unbekapselten
R800, aber nicht die des stark bekapselten D39kéwieate Blutplattchen. Die Assoziatformation
wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie bestimmt.
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Thrombin [U/ml]

S. pneumoniae 0 0,2 1
ATCC 11733 19+0,17 24+0,1 51+1,0
R800 1,9+0,2 7,0+0,3 11,6 +0,3
D39 1,41 +0,19 21+04 1,6+0,1

Tab. 2: Bindung von S pneumoniae an Blutplattchen in Abhangigkeit der Thrombin-Akrung.
Assoziatformation (Bakterien-positive Thrombozyt@n%) verschiedene8. pneumoniae-Stamme
mit Thrombozyten.

A

Uberstand von Thrombin-aktivierten Blutplattchen
0% . 1% . 10% . 100%
255,19 292,16 607,30

35,96

SSC

Alexa 488 Alexa 488 Alexa 488 Alexa 488

700
600 1
500 1
400 1
300 1
200 1
100 1

0

GMFI x % Ereignisse

0% 1% 10% 100%
Uberstand von Thrombin-aktivierten Blutplattchen

Abb. 7:  Bindung von TSP1 aus Thrombin-aktivierten Blutglin anS. pneumoniae. S. pneumoniae NCTC
10319 wurde mit verschiedenen Mengen des Proteisifieles aus Thrombin-aktivierten
Blutplattchen inkubiert. Die Proteinmenge, welches d x 18 Thrombin-aktivierten Blutplattchen
ausgeschuittet wurde, wurde als 100% (in 200 plhigef. A, Reprasentative Punktwolkendiagramme
der Bindungsversuche vof. pneumoniae NCTC 10319 an Thrombin-aktivierte Blutplattchernnd
Bindung wurde durch einen monoklonalen anti-TSPlik&nper und einen sekundaren anti-Maus
Alexa 488 Antikorper detektiertB, Konzentrationsabhangige Rekrutierung von TSP1 dems
Proteintberstand von Thrombin-aktivierten Blutmh#&n durcts. pneumoniae NCTC 10319.
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sekretierter Uberstand [%)] GMFI x % Ereignisse
0 35,97 £10,54
255,20 £ 44,48
10 292,16 £ 37,50
100 607,30 £ 48,15

Tab. 3: Bindung von TSP1 aus Thrombin-aktivierten Blutgh#n anS pneumoniae NCTC 10319. Die
Proteinmenge, welche aus 1 X Thrombin-aktivierten Blutplattchen ausgeschiittatae, wurde als
100% (in 200 pl) definiert.

Q>
G}qﬁ‘
. N
sekr. Uberstand [%] _, 0\&
o @«
0 20 2 &
-_‘ <+«— TSP1
| S — | <+— Enolase
S.p. NCTC 10319

Abb. 8: Immunblot-Analyse der Bindung von TSP1@mneumoniae NCTC 10319 aus dem Proteintberstand
von Thrombin-aktivierten Blutplattche®. pneumoniae wurde mit 0 bzw. 20% des sekretierten TSP1
enthaltenden Proteinuberstandes aktivierter Thraytea inkubiert. TSP1 wurde durch den
monoklonalen anti-TSP1 Antikdrper und einen sekuvedaPeroxidase-gekoppelten anti-Maus
Antikorper detektiert. Die Enolase der Pneumokokkignte als Ladekontrolle und wurde durch
einen polyklonalen anti-Enolase Antikérper und eingekundaren Peroxidase-gekoppelten anti-
Kaninchen Antikorper detektiert. TSP1: 2 ug aufgégées humanes TSP1; sekr. Uberstand: 15 pl
sekretierter Uberstand aus Thrombin-aktiviertert@éitchen.

Die Bindung vonS pneumoniae an losliches TSP1 wurde audim Immunblot getestet
(Abb. 8) Dafir wurdeSp. NCTC 10319 mit 40 ul (entsprechen 20% des Gesdumhens)
des sekretierten Proteintberstandes aus Thrombiwesten Thrombozyten inkubiert. Im
Immunblot wurden Gesamtzelllysate der inkubierteeuPnokokken auf eine TSP1-Bindung
aus dem Proteintberstand untersucht. Als Negatividde wurden Bakterienlysate von
Pneumokokken verwendet, die nicht mit dem Proteangétnd aus aktivierten Blutplattchen
inkubiert wurden. Als Positivkontrollen wurden détroteintiberstand aus Thrombin-
aktivierten Thrombozyten sowie aufgereinigtes THrdtein verwendet. Die Bakterienlysate
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wurden in einem 8%igen SDS-Gel aufgetrennt undRdaeine nach dem Transfer auf eine
PVDF-Membran im Immunblot mit einem TSP1 spezifschmonoklonalen Antikorper
nachgewiesen. Das Enolase-Protein der Pneumokokkemnte als Ladekontrolle. Die
Rekrutierung des TSP1 durcls pneumoniae konnte durch eine TSP1-spezifische

Proteinbande bei 180 kDa eindeutig nachgewiesedemefbb. 8).

3.1.2. Einfluss des bakteriellen Kapselpolysacchari  ds auf die Interaktion von
S. pneumoniae mit I6slichem Thrombospondin-1

Die Untersuchungen zur Assoziatformation verschiedes pneumoniae-Serotypen und
Thrombozyten zeigten, dass die Bindungsaktivitdten getesteten Pneumokokkenstdmme
unterschiedlich waren. Die Unterschiede in der Asgtormation zwischen Blutplattchen
und S pneumoniae wurden insbesondere zwischen Stammen mit untediathen Mengen
an Kapselpolysaccharid festgestellt. Fir den schviekapselten Stam@&p. NCTC 10319
konnte eine Rekrutierung von l6slichem TSP1 ausomiin-aktivierten Blutplattchen
nachgewiesen werden. Da TSP1 nur eines von vigleteiRen ist, welches als Antwort auf
eine Aktivierung von den Thrombozyten sekretiertrdywikonnte bisher eine eventuell
indirekte Bindung der Pneumokokken an TSP1 nickgaschlossen werden. Im Folgenden
wurden die Pneumokokken daher auf eine direktedkt®n mit I16slichem TSP1 getestet.
Zusatzlich sollte der Einfluss der Kapsel auf diedBing von TSP1 untersucht werden. Daftr
wurden verschiedene Pneumokokkenserotypen in dechbusszytometrie auf eine TSP1-
Bindung analysiert. Im Vergleich mit dem schwaclkdpselten Serotyp 35ASp. NCTC
10319) wurde der unbekapselte R800, der schwacaplkeke ATCC 11733 Serotyp 2 und
der Stamm D39, ein stark bekapselter Serotyp Zrsutht. Die Stamme wurden mit FITC-
markiertem TSP1 inkubiert und anschlieBend durcttidlusszytometrische Analysen auf
TSP1-positive Pneumokokken getestet. Die Ergebrisggien eine TSP1-Bindung fur alle
getesteten Stamme. Dabei zeigte der unbekapsed@ dR8 hochsten und der stark bekapselte
D39 die niedrigsten Bindungswerte fur TSRbIp. 9A). Die spezifische Bindung von TSP1
an Pneumokokken wurde auch mit radioaktiv markmerfESP1 bestatigtAbb. 9B). Das
iodierte TSP1 wurde mi& pneumoniae inkubiert und anschlieBend der Anteil radioaktiv
markierter Pneumokokken bestimmt. Mit Hilfe der Enftusszytometrie konnte weiterhin
eine Konzentrationsabhéangigkeit der Bindung voiidiem TSP1 ar§. pneumoniae NCTC
10319 nachgewiesen werdekbp. 10), was auf eine Spezifitat dieser Interaktion hirtdée.
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Abb. 9: Einfluss des Kapselpolysaccharids auf die Inteosktivon S. pneumoniae mit l6slichem TSP1.
Bindungsversuche wurden mit dem schwach bekaps&@nNCTC 10319 (Serotyp 35A), dem
unbekapselten R800, dem schwach bekapsetpn ATCC 11733 (Serotyp 2) und dem stark
bekapselten D39 (Serotyp 2) durchgefilArt Bindung von 10 pg FITC-markiertem, l6slichem TSP1
an S pneumoniae. Die Analyse erfolgte mit Hilfe der Durchflusszptetrie. B, Bindung von**lod-
markiertem TSP1 a® pneumoniae. Im Bindungsversuch wurden 100 000 cpm radioaktiVeé®1
(100%) eingesetzt.
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o — TSP1-positive Bindung von '*°I-TSP1 an
Pneumokokken [%] Pneumokokken [%]
NCTC 10319 49,11 +14,52 12,37 +1,33
R800 68,47 £15,43 13,28 £3,13
ATCC 11733 50,64 £13,47 8,45 +0,44
D39 12,70+ 5,18 6,04 £ 2,60

Tab. 4: Einfluss des Kapselpolysaccharids auf die Inteomkiton S. pneumoniae mit Iéslichem TSP1. Die
Bindungsversuche wurden sowohl mit l8slichem, Fifi@rkiertem TSP1 als auch mitlod-
markiertem TSP1 durchgefihrt.

60
50
40

30 1
20 1
10 - -
0 r r r r
0 10 25 50 100

TSP1-FITC [pg/ml]

TSP1-positive Pneumokokken [%]

Abb. 10: Konzentrationsabhéngige Bindung von l8slichem TSR1S. pneumoniae. Der Bindungsversuch
wurde mit Sp. NCTC 10319 und aufsteigenden TSP1-Konzentratiomemchgefihrt. Die
Bindungswerte wurden mit Hilfe der Durchflusszytdrieebestimmt.

TSP1 [ug/ml] TSP1-positive S. pneumoniae [%]
0 0,37+ 0,44
10 12,00 + 3,00
25 21,16 £5,15
50 29,27 £1,16
100 43,10 £ 4,88

Tab. 5: Konzentrationsabhéngige Bindung von léslichem T@RS. pneumoniae. Bindungswerte in % von
FITC-markiertem, I6slichem TSP1 & pneumoniae NCTC 10319.
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3.1.3. Einfluss des bakteriellen Kapselpolysacchari  ds auf die Interaktion von
S. pneumoniae mit immobilisiertem Thrombospondin-1

Die Versuche mit Ioslichem TSP1 zeigten eine deekiteraktion zwischen der I6slichen
Form des TSP1 und verschiedenen Pneumokokkenserotypd Stdmmen. Physiologisch
kann das Glykoprotein TSP1 auch immobilisiert, zaBif der Oberflache von Epithel-,
Endothelzellen oder Thrombozyten vorliegen. Deskalbde im ndchsten Schritt untersucht,
ob Pneumokokken auch an die immobilisierte FormTdeB1 binden kdnnen. Dafir wurden
3ug TSP1 auf einer Plastikoberflache immobilisiemd mit den FITC-markierten
Pneumokokkenstdmmen, wie in den vorherigen Versuchit dem I6slichem TSP1,
inkubiert. AnschlieBend wurde die Bindung der Flf@rkierten Pneumokokken an das
immobilisierte TSP1 im Fluoroscan gemessen. Ebensdir das I6sliche TSP1 konnte bis
auf den Stamm D39 eine Bindung fur die getestetém®e nachgewiesen werden. Dabei
zeigte der unbekapselte R800 eine leicht erhdohteduBig gegeniber dem schwach
bekapselten Serotyp 35A (NCTC 10319) und dem ebsrdehwach bekapselten Serotyp 2
(ATCC 11733). Der stark bekapselte D39 (Serotyp ZBigte keine Bindung an
immobilisiertes TSP1Abb. 11A). Diese Ergebnisse stimmen mit den Bindungsakiteent flr
l6sliches TSP1 Uberein. Weitere Bindungsversuche klnoreszenzaufnahmen des FITC-
markiertenSp. NCTC 10319 bestatigten zusatzlich eine konzewimaibhangige Bindung an
die immobilisierte Konformation des TSPARp. 11B und O).
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Abb. 11: Einfluss des Kapselpolysaccharids auf die InteoaktionS. pneumoniae mit immobilisiertem TSP1.
A, Untersucht wurde die Bindung des schwach bekagsebtammes NCTC 10319, des
unbekapselten R800, des schwach bekapseftpn ATCC 11733 (Serotyp 2) und des stark
bekapselten D39 (Serotyp 2) an 3 pg immobilisieft8®1. Die Messung erfolgte im Fluoroscan bei
485 nm/538 nm (Anregung/Emissio, Die TSP1-Bindung vos.p. NCTC 10319 ist abhangig von
der Konzentration des immobilisierten TSR, Reprasentative Fluoreszenzaufnahmen der TSP1-
Bindung vonSp. NCTC 10319 (Serotyp 35A) an immobilisiertes TS®Pé&rschiedene Mengen TSP1
wurden in den Kavitaten einer Mikrotiterplatte (@@il) immobilisiert.
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S. pneumoniae an TSP1 gebundene S. pneumoniae [%)]
NCTC 10319 6,44+£1,41
R800 7,07 £0,15
ATCC 11733 4,98 £0,34
D39 0,47 £0,04

Tab. 6: Einfluss des Kapselpolysaccharids auf die InteoaktionS. pneumoniae mit immobilisiertem TSP1.
Bindung von FITC-markierte8. pneumoniae-Stdmmen an immobilisiertes TSP1 (3 pg).

TSP1 [ug/Vertiefung] an TSP1 gebundene S. pneumoniae x 10’
0 0,31 +£0,06
0,25 0,88 £0,20
0,5 1,46 £0,27
1,0 2,89+0,73
3,0 4,43 £ 0,55

Tab.7: Die Bindung von FITC-markierten S pneumoniae an immobilisiertes TSP1 st
konzentrationsabhangig.

3.1.4. Herstellung einer kapsellosen Mutante von  S. pneumoniae D39

Die Kapsel vonS pneumoniae reprasentiert einen der wichtigsten Virulenzfagtorder
Pneumokokken (AlonsoDeVelasebal., 1995). In frilheren Arbeiten konnte gezeigt werden
dass die Kapsel die Anheftung und damit die Adh#érerd die Invasion von Pneumokokken
an Epithel- und Endothelzellen verhindert. Intesessrweise konnte jedoch beobachtet
werden, dass die Pneumokokken im Verlauf einer kirde die Menge von
Kapselpolysaccharid modulieren und somit eine gréathe Adharenz an das
Wirtszellgewebe garantieren kénnen (Hammerschetidt, 2005; Weiseet al., 1994).

Dass die Kapsel auch bei der Interaktion von Pnéokien mit TSP1 eine Rolle spielt,
zeigten die Bindungsversuche mit I6slichem und iriiwertem TSP1. Die Ergebnisse
zeigten jeweils eine erhohte Bindungsaktivitat T8P1 an unbekapselte Stamme und eine
niedrige Bindungsaktivitat fir TSP1 der stark baden StammeApb. 9 und 11). Eine
Kapselmutante D3%cps des stark bekapselten D39 wurde hergestellt, umsgezifischen
Einfluss der Kapsel bei der Interaktion von Pneuakélen mit TSP1 zu beschreiben.

In der bereits vorhandenen kapsellosen MutantedAgps (erhalten von F. lanelli, Siena)

wurde der Kapsellokus deletiert und enthielt eim&aycin-Resistenzgen. Dieses wurde Uber
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eine PCR zusammen mit den flankierenden DNA-Semrenter benachbarten GedexB
undaliA amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde anschlielBemdTzansformation des Stammes
D39 verwendet und Kanamycin-resistente Transforerantauf Kanamycin-haltigen
Blutagarplatten selektioniert. Eine spezifischee¢maition des linearen DNA-Fragments Uber
homologe Rekombination wurde in der Southern-Aralysit Hindlll geschnittener
chromosomaler DNA mittels einelexB-spezifischen DNA-Sonde Uberprifl{b. 12). Die
dexB-DNA Sonde wurde mit den PrimedexBF2 unddex19F revers in der PCR amplifiziert.
Als Kontrolle diente der isogene Wildtyp D39, sovaiech die Kapselmutante des Stammes
TIGR4Acps. Die erhaltenen Transformanten mit einer Deletdea Kapsellokus 1 (PN 111.1)
und 2 (PN111.2) wurden zur Serotypisierung zum ovaien Referenzzentrum fur
Streptokokken (Prof. Reinert, Aachen) geschidkib( 8). Durch die fehlende Reaktion mit
dem typspezifischen Antiserum konnte die vollstgadbeletion der Kapsel von D39 fir die
Transformanten PN 111.1 und einer weiteren MutaPi111.2 bestatigt werden. Die
kapsellose Mutante wurde als D89s bezeichnet.

w= 23130 bp
- | e 9411bp

.. 6557bp

B & | 4361 bp

1) (2 @) @ o)

Abb. 12: Southern-Blot Analyse der Kapselgenlokus Deletihromosoale DNA der Stamme D39 (Spur 1),
TIGR4Acps (Spur 2), sowie der Kanamycin-resistenten Tramsémten (Spur 3 und 4) wurde mit
dem Restriktionsenzyriindlll gespalten und nach Agarose-Gelelektrophoras# Southern-Blot
mit einerdexB-spezifischen-Sonde hybridisiert.
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. . Galle-
Stamm Optochin Oxacillin Loslichkeit Serotyp
TIGR4Acps (PN107) sensibel sensibel positiv nicht typisierbar
D39 (P 165) resistent sensibel positiv 2
D39Acps (PN 111.1) resistent sensibel positiv nicht typisierbar
D39Acps (PN 111.2) resistent sensibel positiv nicht typisierbar

Tab. 8: Ergebnis der Serotypisierung der Transformanten PN..1 und PN 111.2 im Nationalen
Referenzzentrum fur Streptokokken (Prof. Reinertackien). Die Transformanten zeigten in
spezifischen Tests zur Charakterisierung ®pneumoniae dieselben Eigenschaften wie der D39
Wildtypstamm. Nicht typisierbar bedeutet: keine ipes Reaktion mit dem typspezifischen
Antiserum, d.h. keine erkennbare Kapsel vorhanden.

3.1.5. Einfluss der Polysaccharidkapsel auf die Int  eraktion von S. pneumoniae
mit Thrombospondin-1

Der Einfluss des Kapselpolysaccharids auf die éMigon mit TSP1 wurde in
Bindungsversuchen sowohl mit I6slichem und auchimihobilisiertem TSP1 getestet. Dazu
wurden der Wildtyp D39 und die isogene kapsellosgtavite D3@cps verwendet und in
verschiedenen Bindungsstudien auf eine Interaktigridslichem und immobilisiertem TSP1
getestet. In der Durchflusszytometrie konnte eimmzientrationsabhangige Bindung des
S pneumoniae NCTC 10319 (Serotyp 35A), des D39 (Serotyp 2) wied unbekapselten
Mutante D3%cps an aufgereinigtes und FITC-markiertes I6slichesPT Shachgewiesen
werden. Die Ergebnisse zeigten eine deutlich eehdt8P1-Bindung fur die unbekapselte
Mutante des D39 im Vergleich zum isogenen Wildtyg2DDie Bindung von Iéslichem TSP1
an D3%cps war sogar um ungefdhr 100% hoher als die an schwaakapselte
Pneumokokken NCTC 10318§b. 13).

Bindungsstudien mit immobilisiertem TSP1 bestatgtke schwache Bindung des Stammes
D39 und die im Gegensatz dazu stark erhdhte Bindiengsogenen Kapselmutante an TSP1.
Zusatzlich zunSp. NCTC 10319, D39 und der isogenen KapselmutanteADy@@wurde die
Bindung des TIGR 4 (Serotyp 4) und seiner isogelkapselmutante TIGRAcps getestet.
Die TSP1-Bindungsaktivitat der Kapselmutanten war Vergleich zu den bekapselten
Wildtyp-Stdammen um mehr als das 50-fache erh@hb( 14).
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Abb. 13: Einfluss des Kapselpolysaccharids auf die Binduwog Voslichem TSP1 ars pneumoniae. A,

Reprasentative Punktwolkendiagramme der durchfites®trischen Bindungsversuche von
S pneumoniae NCTC 10319 (Serotyp 35A), vom D39 (Serotyp 2) uwrah der Kapselmutante
D39Acps mit FITC-markiertem ldslichem TSP1. SSC (side terit Mal? fur die Granularitat der
analysierten BakterienzelleB, Die Bindungsversuche mis pneumoniae und FITC-markiertem,
l6slichem TSP1 zeigten hohe konzentrationsabharigjiggungswerte fur die Kapseldeletionsmutante
D39Acps, niedrigere Bindungswerte fur den schwach bek#gas&p. NCTC 10319 (Serotyp 35A)
und eine sehr geringe Bindung fur den stark bekegrsB®39 (Serotyp 2).
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S. pneumoniae

NCTC 10319 D39 D39Acps
GMFI x Ereignisse

TSP1-FITC [ug/ml]

0 0,65 +0,20 0,56 +0,28 0,81 +0,45
25 159,55 +12,51 10,23 +£1,29 680,20 £121,41
50 263,17 £19,40 124,40 +14,60 796,76 £ 30,61
75 369,43 £17,03 194,48 £5,75 1043,52 + 108,59
100 559,78 + 48,92 277,55 £19,42 926,10 +57,86

Tab. 9: Einfluss des Kapselpolysaccharids auf die Bindurgn Méslichem TSP1 arS. pneumoniae.
Bindungswerte (GMFI x Ereignisse) von loslichem,TEtmarkiertem TSP1 arS pneumoniae
NCTC 10319, D39 und D3gps.

TIGR4Acps
TIGR4

D39Acps

D39
NCTC 10319

0 10 20 30 40
gebundene Bakterien [%]

Abb. 14: Einfluss der Pneumokokken-Kapsel auf die InteraktionS. pneumoniae mit immobilisiertem TSP1.
Bindungsversuche mis. pneumoniae an 3 pug immobilisiertes TSP1 zeigten eine Bind€ingden
schwach bekapseltedp. NCTC 10319 (Serotyp 35A), und eine signifikantdrte Bindung fur die
Kapselmutanten D38cps und TIGR4cps im Vergleich zu den stark bekapselten WildtyperoD3
(Serotyp 2) und TIGR4 (Serotyp 4).

gebundene

S. pneumoniae S. pneumoniae [%]

NCTC 10319 26,29 +£4,01
D39 0,55+0,49
D39Acps 26,71+ 5,26
TIGR4 0,42 £0,13
TIGR4Acps 25,05 £3,54

Tab. 10: Einfluss der Pneumokokken-Kapsel auf die InteraktionS. pneumoniae mit immobilisiertem TSP1.
Bindungswerte vors.p. NCTC 10319, D39, der isogenen Mutante B§%, TIGR4 und TIGRAcps
an 3 pg immobilisiertes TSP1 pro Kavitat einer S@hwlikrotiterplatte.
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Fur die StammeSp. NCTC 10319, D39 und D2&ps wurden zusatzlich TSP1-

Bindungsstudien mit

aufsteigenden TSP1-Konzentmatho durchgefiuhrt.

Eine

Konzentrationsabhéngigkeit konnte f&p. NCTC 10319 und fir D3%cps, nicht
jedoch fir den bekapselten D39 nachgewiesen wéAtgn 15).

10 1

(6]

gebundene Bakterien [%)]

——
-

NCTC 10319

D39Acps

o

0 025

05 10 30 5.0
TSP1 [ug]

Abb. 15: Einfluss der bakteriellen Kapsel auf die Interakticon S. pneumoniae mit immobilisiertem TSP1.
Bindungsversuche vo8. pneumoniae an immobilisiertes TSP1 zeigten hohe Bindungswinteden

schwach bekapselterp. NCTC 10319 (Serotyp 35A),

niedrigere Bindungswefte die

Kapselmutante D3®cps und keine Bindung fiir den stark bekapselten DZdi$p 2).

immobilisiertes TSP1
[ug]

0,25
0,5

NCTC 10319

0,27+0,1
11,49 +0,65
13,73 +0,32
14,23 +0,36
16,10 +£2,7
19,36 +1,28

S. pneumoniae
D39

gebundene Bakterien [%]

0,22 +£0,09
0,31+0,13
0,30 £0,12
0,30 + 0,05
0,30+0,14
0,43+0,17

D39Acps

0,18 £0,11
5,42 +1,28
5,98 £1,33
6,95+0,84
7,88 +0,37
11,75+1,38

Tab. 11: Einfluss der bakteriellen Kapsel auf die Interaktiocon S. pneumoniae mit immobilisiertem TSP1.
Bindungswerte vois.p. NCTC 10319, vom D39 und von der Kapselmutantawdsteigende Mengen

immobilisiertes TSP1.
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3.2.  Thrombospondin-1 vermittelt eine Adharenz und Invasion an
und in humane Wirtszellen

Die Bindungsversuche mit TSP1 zeigten bereits, 8gaseumoniae sowohl mit der I6slichen
wie auch mit der immobilisierten Form des TSP1 ldirenteragieren kann. Es sollte
untersucht werden, ob die Interaktion zwisch&mpneumoniae und TSP1 auch einen
funktionellen Aspekt hat, TSP1 als Bruckenmolekilischen humanen Wirtszellen und
Pneumokokken fungieren und die bakterielle Adhareremitteln kann. In vitro
Infektionsversuche wurden durchgefiihrt, um denl&ssf von TSP1 auf eine Adharenz und
Invasion zu analysieren. Die Infektionen wurden adem mit der Pneumolysin-negativen
Mutante Sp. NCTC 1031%ply durchgefihrt, um eine Pneumolysin-induzierte zgtsthe
und zytotoxische Schadigung der Wirtszellen zu den. Im Anschluss an die Infektion
von verschiedenen Zelllinien wurde eine Doppelimfluareszenzfarbung durchgefihrt, um
die Anzahl adhésiver und invasiver Bakterien bestam zu kdnnen. Durch das Auszahlen
der zelladharenten bzw. -invasiven Bakterien komigsig adhasive und invasive Potential der
Pneumokokken quantifiziert werden. Die Immunflugesszfarbung ermoglicht eine
Unterscheidung zwischen extrazellular-adharentebeldgerung von griinem und rotem
Farbstoff: gelbe Kokken) und intrazellular-invasivéMarkierung mit rotem Farbstoff: rote
Kokken) Mikroorganismen. Die Quantifizierung der hadenten und invasiven

Pneumokokken erfolgte mikroskopisch durch Auszaktan50 Wirtszellen.

3.2.1. Die Thrombospondin-1 vermittelte Adhérenz is t abhangig von der
Konformation des TSP1-Molekils

Zunachst mussten verschiedene Parameter etabkedew, um den Einfluss von TSP1 auf
eine bakterielle Adharenz und Invasion untersucherkonnen. Fir die Infektionen in der
Zellkultur wurde zunachst untersucht, wie die Pgébation mit TSP1 durchgefuhrt werden
musste, welche TSP1-Konzentration optimal war und lange die Infektionsdauer sein
musste.

Es wurde gezeigt, dass eine Prainkubation der Bektenit TSP1 und eine anschlie3ende
Infektion von HEp-2 Zellen mit den TSP1 prainkubeer Bakterien die Adh&renz nicht
signifikant erhéhen konnte. Weiterhin war keinetgggerte Adharenz in Anwesenheit von
TSP1 im Infektionsansatz bei einer Infektion mimd&tammSp. NCTC 1031%ply zu
erkennen. Im Gegensatz dazu fiihrte die 30-miniRigenkubation der Wirtszellen mit TSP1
und das Entfernen des ungebundenen Uberschissi§€l Dei einer Infektion mit
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Pneumokokken zu einer 7-fach gesteigerten Adh&aaendie epithelialen Wirtzellen HEp-2
im Vergleich zu unbehandelten HEp-2 Wirtszellabl. 16).

HEp-2
90 P

80 | Zellen behandelt
70 1
60 1
50 1
40 S.p.

30 . behandelt
20 1
10

clmm - N

Ktrl TSP1

adhéarente Bakterien/Wirtszelle

[ unbehandelt
B ungebundenes TSP1 entfernt
B ungebundenes TSP1 nicht entfernt

Abb. 16: Einfluss der TSP1 Konformation auf die Adhéarenz \®mneumoniae NCTC 10319 an humane
HEp-2 Epithelzellen. Ungebundenes TSP1 entfernp-A&Zellen wurden mit 3 ug TSP1 fur 30 min
inkubiert und vor der Infektion entfernt, bzw. 11%° Bakterien wurden mit 3 pg TSP1 inkubiert,
anschlieBend gewaschen und die HEp-2 Epithelzetiénden préainkubierten Bakterien infiziert;
ungebundenes TSP1 nicht entfernt: HEp-2 Zellen eumiit 3 ug TSP1 fir 30 min inkubiert und vor
der Infektion mitSp. NCTC 1031@ply (Serotyp 35A) nicht entfernt; unbehandelte KonadKtrl),
Infektion der unbehandelten Wirtszellen r@ippneumoniae NCTC 10319 in Abwesenheit von TSP1.
Die Zahl adharenter Bakterien pro Wirtszelle wurdach einer Immunfluoreszenzfarbung
mikroskopisch bestimmt. Einp-Wert von < 0,05 wurde als signifikant (*) angesehen (n.schhi
signifikant).

Die Bindungsversuche mit Thrombozyten zeigten, daasmumokokken sekretiertes TSP1 aus
Thrombin-aktivierten Blutplattchen rekrutieren k@&mn (siehe Kapitel 3.1.1). Es wurde
getestet, oIS pneumoniae den sekretierten Proteintberstand aus einer ThmAitiivierung

des Blutplattchenkonzentrats fir eine Anheftung ldBp-2 Wirtszellen, &ahnlich der
Vermittlung durch aufgereinigtes TSP1, nutzen k&m.NCTC 1031@Aply wurde mit 50 pl
(entspricht Proteiniiberstand aus 2,5 x* Mhrombozyten) des Proteiniiberstandes aus
Thrombin-aktivierten Blutplattchen inkubiert undnd&h gewaschen. Anschlie3end wurden
HEp-2 Wirtszellen mit den vorbehandelten Bakteiidiziert. Ahnlich der TSP1 vermittelten

Infektion konnte im Vergleich zu unbehandelten Railen keine erhdohte Adharenz an die
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Wirtszellen fur mit dem Proteiniberstand inkubidBtkterien nachgewiesen werden. Ebenso
wurde die Adharenz vonS pneumoniae NCTC 10319 in Anwesenheit von 50 pl
Proteintberstand aus Thrombin-aktivierten Thrombszyn der Infektion nicht erhdht. Eine
30-minttige Prainkubation der Epithelzellen mit ddPnoteintberstand aus Thrombin-
aktivierten Thrombozyten und einem anschlieRendetfieEhen der ungebundenen Proteine
konnte in der Infektion miS pneumoniae eine um das 5-fache gesteigerte Adhérenz der
Pneumokokken an die Wirtszellen bewirkéik. 17).

HEp-2
50
2
5 40 | Zellen behandelt
E
s *
£ 30 |
g
g 20 S.p.
Q 4 behandelt
é 10 | n.s. ns.
ey
ANl ENCEN B
Ktrl Proteintiberstand
[ unbehandelt

B ungebundenen Proteiniiberstand entfernt
B ungebundenen Proteiniiberstand nicht entfernt

Abb. 17: Einfluss des sekretierten Proteiniberstandes auonitiin-aktivierten Thrombozyten auf die
Adhérenz von S pneumoniae NCTC 10319 an humane HEp-2 Epithelzellen. Ungeboad
Proteintiberstand entfernt: HEp-2 Zellen wurden b pl (aus 2,5 x 0 Thrombozyten)
Proteiniiberstand fiir 30 min inkubiert und vor dafektion entfernt, bzw. 1 x 2Bakterien wurden
mit 50 pl Proteiniberstande aus Thrombin-aktiviert8lutplattchen inkubiert, anschlielend
gewaschen und die HEp-2 Epithelzellen mit den puibierten Bakterien infiziert; ungebundenen
Proteintiberstand nicht entfernt: HEp-2 Zellen wardgt 50 pl Proteinlberstand fir 30 min inkubiert
und vor der Infektion nicht entfernt; unbehanddfentrolle (Ktrl): Infektion der Wirtszellen mit
S pneumoniae NCTC 10319 in Abwesenheit des Proteiniberstandes Bhrombin-aktivierten
Thrombozyten. Die Zahl adharenter Bakterien pro t¥¥&lle wurde nach einer
Immunfluoreszenzfarbung mikroskopisch bestimmt. BHWert von < 0,05 wurde als signifikant (*)
angesehen (n.s.: nicht signifikant).
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. Protein nicht Bakterien mit
Kontrolle Protein entfernt entfernt Protein inkubiert
adharente
Bak;fg'e” TSP1 [pg/m] 6,68 + 0,91 56,55 + 8,91 7,73 £2,02 12,1+0,88
Wirtszelle
aBikI](?é?igtr? Thrombozyten-
o Protein-Sekretom 7,85+0,78 39,52 £6,61 6,72 £ 3,56 7,3+1,70
P [50 p/mi]
Wirtszelle

Tab. 12: Einfluss der TSP1 Konformation auf die Adhéarenz \®mneumoniae NCTC 10319 an humane
HEp-2 Epithelzellen. Anzahl der adharenten Baktepe Wirtszelle nach einer 3-stindigen Infektion
von HEp-2 Epithelzellen mip. NCTC 1031@ply. Die Infektion erfolgte in An- bzw. Abwesenheit
von TSP1 oder sekretiertem Proteiniberstand ausnibozyten, jeweils auch mit bzw. ohne
Entfernen der ungebundenen Proteine nach der Ridatikbn. In einem weiteren Ansatz wurden die
Bakterien vor der Infektion mit Wirtsproteinen pridubiert. TSP1: 3 ug/ml TSP1; Thrombozyten-
Protein-Sekretom (Proteinliberstand): 50 pl/ml g@kter Proteinliberstand aus Thrombin-aktivierten
Blutplattchen. Die Zahl adharenter Bakterien pro rt8¢elle wurde nach einer
Immunfluoreszenzfarbung mikroskopisch bestimmt.

In Infektionsversuchen wurde gezeigt, dass nurRd@nkubation der Wirtszellen mit TSP1
bzw. mit dem Thrombozyten-Protein-Sekretom undagischlie3ender Waschschritt zu einer
signifikant erhéhten Adharenz der Pneumokokken &n Epithelzellen fuhrte. Bei allen
folgenden Infektionsversuchen wurde dementspreclitasd TSP1 durch Préainkubation der
Zellen auf den Wirtszellen immobilisiert und ungaldenes Uberschissiges Protein vor der

Infektion entfernt.

3.2.2. Untersuchungen zum Einfluss von Thrombospond in-1 auf die Adhéarenz
von S. pneumoniae an humane Wirtszellen

Fur die Infektionsexperimente musste zunachst eptanale TSP1 Dosis gefunden werden
bei der die Adharenz der Bakterien ausgewertet evelkbnnte. Auf3erdem musste darauf
geachtet werden, dass die eingesetzte TSP1-Koa#entrungeféahr der physiologischen
Konzentration (200 ng/ml-200 pg/ml TSP1 in humangerum) entsprach und diese nicht
deutlich Uberstieg.

Zunachst wurden verschiedene Konzentrationen vorP1T&uf HEp-2 Epithelzellen
immobilisiert. Durch durchflusszytometrische Vensecwurde die Bindung von léslichem
TSP1 an humane Wirtszellen tberpriift. Dafiir wur@er 10 Zellen Detroit 562, A549,
HEp-2 und HBMEC mit 25 pg, 50 pg, 75 pg und 100pldrSP1-FITC inkubiert und im
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Durchflusszytometer bezlglich einer TSP1-Bindunglysiert. Die Ergebnisse aus der
durchflusszytometrischen Analyse zeigten insgesame dosisabhéngige Bindung von
l6slichem TSP1 an die getesteten Wirtszellabb( 18). Dabei wurde eine vergleichsweise
hohere Bindung von I6éslichem TSP1 an die Epith#iiein HEp-2, Detroit 562 und A549
als an die Endothelzelllinie HBMEC festgestellt.

1400
1200 1
1000 1
800
600
400
200

GMFI x % Ereignisse

TSP1-FITC [ug/mi]

Abb. 18: Nachweis von zellgebundenem TSP1 auf verschiedeldintszelllinien. Es wurde die
Immobilisierung von léslichem, FITC-markiertem TSBa verschiedene Wirtszelllinien analysiert.
Die durchflusszytometrische Messung erfolgte ireeirFACSCalibuf (Becton Dickinson).

UiSiEdleAle HEp-2 Detroit 562 A549 HBMEC
[ug/ml]

GMFI x % Ereignisse

0 547 £1,16 6,00 £ 2,95 8,68 £ 8,33 8,93 £ 8,69
25 472,32 + 69,59 419,46 +1,36 402,78 +5,33 25,03 £ 14,30
50 791,55 + 157,79 758,19 + 20,65 456,41 + 151,80 48,90 £9,35
75 1027,29 + 229,33 927,08 + 48,48 570,92 + 57,38 54,09 +4,55
100 1065,29 +140,45 1090,19 + 54,51 792,94 +£134,52 119,11+ 23,24

Tab. 13: Nachweis von zellgebundenem TSP1 auf verschiedéfigszelllinien. Die Bindungswerte sind das
Produkt aus der geometrischen mittleren Fluoreszisitdt und den eingegrenzten positiven
Ereignissen (GMFI x Ereignisse).

In Zellkulturinfektionsexperimenten wurde die opéilm TSP1 Dosis fur eine Infektion
ermittelt. Daflr wurden die Wirtszellen mit 0,25, .5 pg, 1 ug, 3 1ug, 5 ug und 10 pg/mi
TSP1 inkubiert, Gberschiissiges TSP1 wurde nachi@0emtfernt und die HEp-2 Zellen

wurden mit 5 x 10 Bakterien fir 3 Stunden im Brutschrank bei 37°G Sipneumoniae
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NCTC 10319 infiziert. Die Anzahl der adharenten iimnekokken wurde nach der Infektion
und Doppelimmunfluoreszenzfarbung am Fluoreszenaskop quantitativ bestimmt. Die
Prainkubation von HEp-2 Zellen mit verschiedenennlygm an TSP1 zeigte, dass
Pneumokokken in Abhangigkeit von der TSP1-Konzeioinaan die Zellen adharierten.
Dabei konnte mit 10 ug TSP pro 1 ml Infektionsmediwine Séattigung der Anzahl
adharenter Pneumokokken noch nicht erreicht wergrb. 19). Die TSP1 vermittelte

Adharenz vonSp. NCTC 1031%ply an HEp-2 Wirtszellen war bei 3 pg/ml TSP1 im
Versuchsansatz um das 4-fache gegenuber nicht 8ftlTprainkubierten HEp-2 Zellen
erhoht. Die Wirtszellen wurden in den nachfolgendensuchen vor der Infektion mit jeweils
3 ug/ml TSP1 prainkubiert

HEp-2

[EEN
o
o

150 1
120 H1

w o O
o O O

0 E
Ktrl 0,25 05 10 3,0 5,0 10,0
TSP1 [ug/ml]

adharente Bakterien/Wirtszelle

Abb. 19: Die Adharenz von Pneumokokken ist abhangig vonT&f1-Konzentration. Die Anzahl adharenter
Bakterien pro Wirtszelle nach der Infektion von taman Larynx-Karzinomzellen (HEp-2) ni&p.
NCTC 1031%ply (Serotyp 35A) nahm mit aufsteigender Konzentration zellgebundenem TSP1
zu. Die Zahl adhéarenter Bakterien pro Wirtszellerdeu nach einer Immunfluoreszenzfarbung
mikroskopisch bestimmt.

TSP1 [ug/ml]

0 0,25 0,5 1,0 3,0 5,0 10,0
adharente
Bak;fg'e” 143+22 163+56 294+31 362+64 580+158 783+33 140,9+144
Wirtszelle

Tab. 14: Die Adharenz von Pneumokokken ist abhéngig von der TKBrzentration. Anzahl adhéarenter
Bakterien pro Wirtszelle nach einer 3-stiindigerektibn von HEp-2 Epithelzellen mBp. NCTC
1031ANply. Die HEp-2 Zellen wurden vor der Infektion mit atfigenden Mengen TSP1 prainkubiert.
Die Zahl adharenter Bakterien pro Wirtszelle wurdach einer Immunfluoreszenzfarbung
mikroskopisch bestimmt.
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Nachdem eine geeignete TSP1-Konzentration furrdektionsversuche gefunden war, sollte
die optimale Infektionsdauer bestimmt werden. Dikektionszeit durfte nicht zu kurz sein,
dass nur geringfligige Unterschiede zwischen der 1T8Rabhéngigen und der TSP1
vermittelten Infektion erwartet werden konnten. Arefseits sollte die Infektionszeit nicht zu
lange ausfallen, da eine massive Adharenz das Alesrainmoglich machen wirde. Des
Weiteren musste darauf geachtet werden, dass digsa@lien durch die langen
Infektionszeiten nicht geschadigt werden. Um nue #inetik der TSP1 vermittelten
Adharenz zu untersuchen, wurden die Wirtszellenbt. ohne 3 pg/ml TSP1 prainkubiert.
AnschlieBend wurden die Epithelzellen fir verschredange Zeiten mitSp. NCTC
1031Aply infiziert. Bereits nach 30 min konnte ein signdiker Unterschied in der Anzahl
adharenterSp. NCTC 1031@ply pro HEp-2-Zelle in Anwesenheit von zellgebundenem
TSP1 im Vergleich zu unbehandelten Wirtszellen bebket werden. Nach 3 Stunden war der
relative Unterschied zwischen unbehandelten und1TB&handelten Zellen am hdchsten
(Abb. 20). Zu diesem Zeitpunkt konnte keine visuelle Schéndg der Wirtszellen beobachtet
werden Abb. 21). Daher wurden die Infektionsversuche zur Aufkidywder Mechanismen
der TSP1 vermittelten Adharenz von Pneumokokkerewaryontische Zellen wenn nicht

anders angegeben mit einer Infektionsdauer vod@thgefuhrt.

HEp-2
300

2 |:| unbehandelt

g 250 1 M Tsp1

= 200 1

c

o

5 150 1

X

©

0 100 A

@

o

- _Ei rf. Ifi [i [I

] 0 : : : : :
0,5 1,0 2,0 3,0 40 50

Zeit [h]

Abb. 20: Die Adhérenz der Pneumokokken an humane Wirtszédtieabhangig von der Infektionsdauer. Die
TSP1 unabhangige und abhangige AdharenzSpnNCTC 1031@ply (Serotyp 35A) an humane
Larynx-Karzinomzellen (HEp-2) ist zeitabhéangig umidnmt mit steigender Infektionsdauer zu. Die
Zahl adharenter Bakterien pro Wirtszelle wurde neicter Immunfluoreszenzfarbung mikroskopisch
bestimmt.
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adharente Bakterien pro HEp-2 Epithelzelle

Infektionsdauer [h] unbehandelt TSP1
0,5 15,87 £1,94 34,45 7,42
1 17,8 £5,37 47,03 +1,52
2 20,57+ 3,27 49,8 +£20,15
3 30,59 +£8,20 76,37 £28,72
4 49,0 £4,52 98,27 £7,76
5 155,43 + 29,99 229,2 £ 34,07

Tab. 15: Die Adharenz der Pneumokokken an humane Wirtszallerabhéangig von der Infektionsdauer.
Anzahl adhéarenter Bakterien nach der Infektion ¥HEp-2 Zellen mitSp. NCTC 1031%ply bei
ansteigender Infektionsdauer. Die Zahl adhérentaktdien pro Wirtszelle wurde nach einer
Immunfluoreszenzfarbung mikroskopisch bestimmt.

10pm % 10pm

Abb. 21: Reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen TSP1 vermittelten Adhérenz vdéhp.
NCTC 1031Aply (Serotyp 35A) an HEp-2 Epithelzellen. Die Infektolauer betrug 0,5 h bzw. 3 h.

3.2.3. Die Thrombospondin-1 vermittelte Adharenz un d Invasion von
Pneumokokken ist ein zellunspezifischer Mechanismus

Die verschiedenen Parameter fur die Infektionen \Bp-2 Zellen mit Sp. NCTC
1031Nply waren etabliert, nun wurde die Rolle der Wirts#itéz in der Interaktion

zwischenS pneumoniae und TSP1 bestimmit.
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Abb. 22: Adhéarenz und Invasion vad pneumoniae NCTC 10319 an humane Epithelzellen und einer h@man
Endothelzelllinie nach Behandlung mit TSAL.Adharenz vorSp. NCTC 1031@ply (Serotyp 35A)
an Detroit 562-Zellen, an humane alveoldre Lungihelzellen (A549), an humane Larynx-
Karzinomzellen (HEp-2) und an Endothelzellen deutBlirn-Schranke (HBMEC). Die Infektionen
wurden Uber 3 h in Abwesenheit von TSP1 (hellgrédg¢r mit zellgebundenem TSP1 (3 pg/ml)
(dunkelgriin) mit einer MOI von 20 durchgefuh®, Invasion vonSp. NCTC 1031%ply (Serotyp
35A) in Detroit 562-Zellen, in humane alveolare genepithelzellen (A549), in humane Larynx-
Karzinomzellen (HEp-2) und in Endothelzellen deutBHirn-Schranke (HBMEC). Die Infektionen
wurden Uber 3 h in Abwesenheit TSP1 (orange) oderafigebundenem TSP1 (3 pg/ml) (rot) mit
einer MOI von 20 durchgefuhrt. Die Zahl adharented invasiver Bakterien pro Wirtszelle wurde
nach einer Immunfluoreszenzfarbung mikroskopiscstibment. Ein p-Wert von < 0,05 wurde als
signifikant (*) angesehen.

Die TSP1 abhangige Adharenz und Invasion der Pnkokken wurde dafir auf
verschiedenen Zelllinien getestet. Zusatzlich zu n denfektionen mit den

Larynxkarzinomzellen HEp-2 wurden nun Infektionen it mden epithelialen
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Nasopharynxzellen Detroit 562, den alveolaren Luegéhelzellen A549 und den
Endothelzellen aus der Blut-Hirn-Schranke, den HEMEdurchgefuhrt. In der
Durchflusszytometrie konnte gezeigt werden, dasBIT&ach einer Prainkubation mit diesen
Zellen auf deren Oberflache immobilisiert istp. 18). Es wurde geprift, ob sich nicht nur
die Adharenz, sondern auch die Invasion der Bakiem Anwesenheit von TSP1 erhohte.
Verschiedene Zelllinien wurden vor der Infektiont Biug TSP1 je 1 ml Ansatz mit 2 x>0
Zellen fur 30 min bei 37°C und 5% G®ehandelt. Ungebundenes Protein wurde entfernt und
die Wirtszellen mitS. pneumoniae NCTC 10319 mit einer MOI von 20 fiur 3 Stunden bei
37°C infiziert. Die Auswertung erfolgte nach einermunfluoreszenzfarbung mikroskopisch
durch Auszéahlen von 50 Zellen. Die Adhéarenz unchémen vonS. pneumoniae NCTC 10319
wurde signifikant fir alle untersuchten Zellliniesturch Zugabe von 3 pg TSP1 pro
Infektionsansatz gesteigert. Nach Inkubation mitPISsteigerte sich die Adharenz im
Vergleich zu unbehandelten Wirtszellen um mindestéf%. Die Invasion steigerte sich
dabei im Vergleich zu unbehandelten Wirtszellenmimdestens 50%Abb. 22).

adharente S. pneumoniae pro invasive S. pneumoniae pro
Wirtszelle Wirtszelle
Zelllinie ohne TSP1 p ohne TSP1 p
Detroit 562 10,8+1,41 60,63+31,85 0,019 0,23 +0,03 1,43+ 0,18 0,00029
A549 12,39+492 51,7+17,36 0,019 0,03 £ 0,02 0,18 = 0,03 0,00158
HEp-2 73+1.21 70,57 £4,34 1,72x10° 0,22 £ 0,03 0,4%£0,1 0,03799
HBMEC 6,31+1,6 24,02 +7,36 0,0152 0,06 £0,03 0,40 £0,07 0,00133

Tab. 16: Adhéarenz und Invasion vo& pneumoniae NCTC 10319 an und in humane Epithelzellen undreine
humanen Endothelzelllinie nach Behandlung mit TS®Rizahl adharenter und invasiver Bakterien
pro Zelle nach Infektion von Detroit 562, A549, HEpund HBMEC Zellen. Die Zellen wurden fur
3 h mitSp. NCTC 10319ply infiziert. Die Zahl adharenter und invasiver Bal@arpro Wirtszelle
wurde nach einer Immunfluoreszenzfarbung mikroskaipibestimmt. Einp-Wert von< 0,05 wurde
als signifikant angesehen.
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Abb. 23: Fluoreszensmikroskopische Aufnahmen der TSP1 visiteih bakteriellen Adhérenz an und Invasion
in Epithelzelllinien (Detroit 562, A549, HEp-2) urgine Endothelzelllinie (HBMEC). Die TSP1
unabhangige Adhéarenz und Invasion ist in der linBpalte gezeigt, die der TSP1 abhangigen in der
rechten Spalte. Die Wirtszellen wurden mit einer IMOn 20 mitSp. NCTC 10319 fur 3 h infiziert.
Adhérente Bakterien leuchten griin-gelb, invasivkt&aen leuchten rot.
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Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen, aufgenommendem konfokalen Laserscanning
Mikroskop, geben einen visuellen Eindruck der TSBtmittelten Adharenz an und Invasion
von S pneumoniae in humane WirtszellenApb. 23). Die Zahl adharenter und invasiver
Bakterien ist nach der exogenen Zugabe von TSPDetwoit 562-, A549, HEp-2 und
HBMEC Zellen im Vergleich zu den Infektionen ohnerlerige Behandlung mit TSP1

jeweils deutlich erhoht.

3.2.4. Einfluss des bakteriellen Kapselpolysacchari  ds auf die
Thrombospondin-1 vermittelte Adharenz von S. pneumoniae an HEp-2
Zellen

Die bisherigen Infektionsversuche wurden mit démasch bekapselten Pneumokokkep.
NCTC 1031%ply durchgefuhrt. In Gegenwart von zellgebundenem T3Eigite dieser
Stamm eine deutlich gesteigerte Adhérenz an dieargaktischen Zellen. In den
Bindungsstudien mit l6slichem und immobilisiertel8F1 konnte gezeigt werden, dass sich
die Bindungseigenschaften verschiedener Pneumokskketypen jeweils abhéangig von der
Expression des Kapselpolysaccharids unterschelierkonnte eine verringerte Bindung an
l6sliches wie auch an immobilisiertes TSP1 furlstegkapselte Pneumokokken wie D39 und
TIGR4 beobachtet werden. Schwach bekapselte StamdereKapselmutanten zeigten eine
deutlich gesteigerte Bindung an das Glykoproteif® T.SAufgrund dieser Ergebnisse konnte
angenommen werden, dass sich die unterschiedlicBemotypen aufgrund ihrer
unterschiedlichen Kapselexpression auch bei der 1TSBrmittelten Assoziation an
Wirtszellen unterschiedlich verhalten wirden.

Daher wurden in Infektionsexperimenten die Adhéreon verschiedenen unbekapselten
Stammen wie R800, D3@ps, TIGR4Acps, eines schwach bekapselten Stammes (ATCC
11733) mit der Adharenz der isogenen Wildtypen (k8@ TIGR4) verglichen, um die
Bedeutung des Kapselpolysaccharids fir eine TSRinittelte Adharenz an humane
Wirtszellen zu beschreiben. Die jeweiligen unbekitpa Stamme(R800, D3Acps,
TIGR4Acps) zeigten eine deutlich gesteigerte Adharenz ine@eg@rt von zellgebundenem
TSP1 im Vergleich zum schwach bekapselten ATCC 310@r zu den stark bekapselten
Stammen (D39 und TIGR4ADbb. 24). Die negative Auswirkung der Kapsel auf eine TSP1
vermittelte Adharenz konnte sehr deutlich gezeigirden Abb. 24). Die bekapselten
Stamme zeigten eine signifikant gesteigerte Adtéwam HEp-2 Zellen in Gegenwart von
immobilisiertem TSP1 im Vergleich zu unbehandeléintszellen, allerdings war die Anzahl

der adhéarenten Bakterien pro ausgezahlter Zellg¢engleich zu den unbekapselten isogenen
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Kapselmutanten (D3ps, TIGR4Acps) und dem unbekapselten Stamm R800 sehr gering.
Die unbekapselten Stamme zeigten eine deutlichgeBtmg der Adharenz um etwa 95% in
Gegenwart von TSP1ADpb. 24). Besonders erwéhnenswert, in der logarithmischen
Darstellung der Ergebnisse allerdings nur schweerkennen, ist die hohere Adharenz an
wirtszellimmobilisiertes TSP1 der unbekapseltem®i@ (R800 und Kapselmutanten) auch
im Vergleich zum schwach bekapseltep. ATCC 11733 Serotyp 2 StamrAlfb. 24).

[ unbehandelt ] TSP1

(IR
o

* *

log CFU/2 x 10 ° Wirtszellen
P NWPHOTO NOO O

Abb. 24: Einfluss der bakteriellen Kapsel auf die TSP1 vésite Assoziation verschiedener Stdmme an
HEp-2 Wirtszellen. Infektionsversuche wurden mitmdeunbekapselten R800, dem schwach
bekapseltenSp. ATCC 11733 (Typ 2), dem stark bekapselten D39 (TB)p seiner isogenen
Kapselmutante D3%cps, dem stark bekapselten TIGR4 (Typ 4) und seinegadaen Kapselmutante
TIGRA4Acps durchgefihrt. Die Infektionen wurden Gber 3 h ibwesenheit von zellgebundenem
TSP1 (hellgrin) oder mit 3 pg/ml zellgebundenem IT'SRIunkelgrin) durchgefuhrt. Die
Bindungswerte zeigen den Logarithmus der AnzahbKi@-formenden-Einheiten (CFU) pro Kavitat
einer 24-well Zellkulturschale (1 x 1B{Ep-2 Zellen pro Kavitat). Die Zahl adhérenter &alen pro
Wirtszelle wurde nach einer Immunfluoreszenzfarbumigroskopisch bestimmt. Einp-Wert von
< 0,05 wurde als signifikant (*) angesehen.
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adhéarente Bakterien pro Zelle (log CFU/2 x 10 > Wirtszellen)

S. pneumoniae unbehandelt TSP1 p
R800 2653750 £584592,54 50462500 £ 3072127,72 1,2x10°
ATCC 11733 5081250 + 822639,62 22547500 + 6153191,75 0,00820
D39 42,33 +£7,23 147 + 28,58 0,00354
D39Acps 101666,67 + 59651,77 6145000 + 161786,89 44x107
TIGR4 34,33 £8,50 68 + 14,11 0,024012
TIGR4Acps 406666,67 + 345048,31 25933333,3 £14342012,9 0,036863

Tab. 17: Einfluss des Kapselpolysaccharids auf die TSP1 itelte Assoziation verschiedener Stamme an
HEp-2 Wirtszellen. Anzahl adharenter Bakterien petle (als Logarithmus der Kolonie-formenden-
Einheiten, CFU) nach 3-stindiger Infektion von HEpEpithelzellen mit verschiedenen
S. pneumoniae-Serotypen, die sich in der Expression des Kapsapocharids unterscheiden. Die
Zahl adharenter Bakterien pro Wirtszelle wurde neicler Immunfluoreszenzfarbung mikroskopisch
bestimmt. Einp-Wert von < 0,05 wurde als signifikant angesehen.

Zusammenfassend zeigten die Bindungsstudien umedtiohen in der Zellkultur, dass TSP1
als Bruckenmolekil die Adharenz und die Invasiom werschiedenerss. pneumonia-
Serotypen an eukaryontische Wirtszellen vermiti2ik. Expression des Kapselpolysaccharids
beeinflusst dabei die Interaktion zwische® pneumoniae und dem zellgebundenem
Glykoprotein TSP1.

3.3. Charakterisierung des bakteriellen Adhasins fu r
Thrombospondin-1

Gram-positive Bakterien haben verschiedene Streregntwickelt um an Bestandteile der
extrazellularen Matrix zu binden und dadurch eih@&enz an oder eine Invasion in humane
Wirtszellen zu erleichtern (Talay, 2005). BRipneumoniae konnten vor allem Proteine der
Zellwand als bakterielles Adhéasin fur matrixobetfénlokalisierte Proteine wie z.B. flr
Fibronektin und Faktor H identifiziert werden (Dasteal., 2001; Prachgt al., 2005). Die
Interaktion zwischers. aureus und TSP1 wurde als nicht-sensitiv gegeniber €imgpsin-
Behandlung beschrieben. Das bakterielle Adhasirdevinisher nicht weiter charakterisiert
(Herrmann et al.,, 1991). TSPl ist ein Lektin und bindet an verstbre Zell-
Oberflachenrezeptoren wie Proteine und auch Zutkétaren (Jaffest al., 1982).

In diesem Kapitel sollte das bakterielle AdhasinT&P1 identifiziert werden, welches durch

eine Interaktion mit TSP1 eine gesteigerte Assmmamit Wirtszellen ermoglicht. Als
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Pneumokokken-Adhasin fur TSP1 kamen sowohl Protalaseauch Kohlenhydratstrukturen
der Bakterienoberflache in Frage.

3.3.1. Die chemische Natur des bakteriellen Adhasin s

Um zu ermitteln, ob es sich bei dem Pneumokokkeh&ath fir TSP1 um ein Protein oder
um eine Zuckerstruktur handelt, wurden die Baktexier der Infektion von Wirtszellen fur
15 min mit dem proteolytischen Enzym Pronase EEPtixw. mit der Zucker oxidierenden
Verbindung Natriumperiodat (Nalp behandelt. AnschlieRend wurden TSP1 behandelte
Detroit 562, A549, HEp-2 und HBMEC Wirtszellen nmdem unbehandelten und dem
entsprechend behandelt&p. NCTC 1031@ply fur 3 h infiziert. Die Infektionen wurden
nach der Doppelimmunfluorszenzfarbung mikroskopdetch das Auszéahlen von 50 Zellen

ausgewertet.
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Pronase E (ProE)- und Natriumperiodat (NgtBehandlung vonS pneumoniae auf die TSP1
vermittelte Adharenz an und Invasion in A549, Dits62, HEp-2 und HBMEC Wirtszellen.

Infektionen wurden in Abwesenheit von TSP1 (heligfir Adhérenz und orange fur Invasion) bzw.
mit 3 pg/ml zellgebundenem TSP1 (dunkelgriin fir @&enz und rot fur Invasion) tber 3 h

durchgefuhrt. Ktrl: Kontrolle, ohne Behandlung der Pneumokokkddie Zahl adharenter und

invasiver Bakterien pro Wirtszelle wurde nach eidermunfluoreszenzfarbung mikroskopisch
bestimmt. Einp-Wert von< 0,05 wurde als signifikant (*) angesehen (n.chbsignifikant).
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Eine Quantifizierung der adhérenten und invasivakt&ien pro Wirtszelle ergab, dass eine
proteolytische Behandlung der Bakterien eine dur8i®1 vermittelte Adharenz auf allen
getesteten Zelllinien nicht reduzieren konnte. Eintein als wichtigstes bakterielles Adh&sin
fur TSP1 erschien somit unwahrscheinliétink. 25).

Die Fluoreszenzaufnahmen geben einen Eindruckdibekdhérenz an und Invasion v&ip.
NCTC 10319 in HEp-2 Epithelzellen nach der Pron&&seund der Natriumperiodat-
Behandlung der Pneumokokkekbp. 26).

unbehandelt unbehandelt ProE unbehandelt. NG

10 ym

Abb. 26: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der TSP1 umegipén (oben) und der TSP1 abhangigen
(unten) Adhéarenz und Invasion von ProE- und Nali@handeltes.p. NCTC 1031@ply an bzw. in
HEp-2 Epithelzellen. Adharente Bakterien leuchtdimegelb, invasive Bakterien leuchten rot.
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adharente Bakterien pro Wirtszelle invasive Bakterien pro Wirtszelle
unbehandelt TSP1 p unbehandelt TSP1 p
A549
Kontrolle 6,69 £4,41 68,23 + 30,09 0,02478 0,02 £0,03 0,12 +0,08 0,14194
ProE 0,63 +£0,23 35,77 £24,12 0,06514 00 0,19 £ 0,01 1,8 x10°
NalO,4 7,11 +2,87 8,8+4,01 0,58396 0,02 + 0,023 0,02 £ 0,03 1
Detroit 562
Kontrolle 10,8 £1,41 70,63 +45,99 0,03339 0,23 £0,03 1,43+£0,18 0,00029
ProE 3,22+1,81 71,65 + 20,65 0,00127 0,02 £0,02 2,21+£0,29 0,00019
NalO,4 11,6 £0,28 12,75 +2,76 0,36702 0,13 £ 0,07 0,13 £0,02 0,98222
HBMEC
Kontrolle 6,26 £ 2,27 25,74 +9,53 0,00821 0,04 £ 0,06 0,44 £ 0,06 0,00034
ProE 0,5+0,42 32,16 +2,18 4,051E-06 00 0,48 £0,18 0,00307
NalO, 10,1+0,14 9,91 +0,70 0,55382 0,07 £0,02 0,07 £0,01 1
HEp-2
Kontrolle 8§+2 58,56 +17,79 0,00808 0,22 £0,03 0,4+0,1 0,03799
ProE 0,81+0,25 84,76 + 25,22 0,00448 0+0 0,4+0,1 0,00227
NalOg4 12,9 +£3,48 14,43 £2,44 0,56633 0,21 £ 0,05 0,22 £ 0,06 0,85165

Tab. 18: Charakterisierung der chemischen Natur des PneukkekeAdhasins fir TSP1. Anzahl adhérenter
und invasiver proteolytisch bzw. oxidativ behaneieltBakterien pro Wirtszelle in Abwesenheit von
TSP1 und in Anwesenheit von TSP1 (3 pg/ml) naabreinfektion von A549, Detroit 562, HBMEC
und HEp-2 Zellen mitSp. NCTC 1031@ply. Die Zahl adhérenter und invasiver Bakterien pro
Wirtszelle wurde nach einer Immunfluoreszenzfarbumiggroskopisch bestimmt. Einp-Wert von
< 0,05 wurde als signifikant angesehen.

Eine weiterer Beleg fir die These, dass an der MeRhittelten Adharenz keine Proteine als
bakterielle Adhéasine beteiligt waren, konnte mitmdé&insatz eines anti-Pneumokokken
Antikorpers gezeigt werden. Der anti-Pneumokokkenmntil®rper wurde gegen
hitzebehandelte Pneumokokken generiert und erkeanth oberflachenlokalisierte
Pneumokokkenproteine. Eine Inkubation v@p. NCTC 1031@Aply mit diesem Antikorper
und eine anschlielende Infektion in An- bzw. Abvinsgt von immobilisiertem TSP1 flhrte
zu ahnlichen Ergebnissen wie nach Infektionen mibtgolytisch vorbehandelten
Pneumokokken. Die TSP1 vermittelte Adhérenz andiadnvasion in HEp-2 Zellen konnte
durch eine Maskierung der Pneumokokkenoberflaclmeipre mit diesem Antikorper nicht
verringert werden. Wurden die Bakterien im Gegenslatizu vor der Infektion jedoch mit
Natriumperiodat behandelt, wurde die TSP1 vernété&dhérenz und Invasion inhibiert
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(Abb. 25 und 29§. Daher wurde vermutet, dass es sich bei dem helkke Adhasin fir TSP1
um eine Zuckerstruktur handeln konnte, die durehNtriumperiodat-Behandlung oxidativ
zerstort und in ihrer biologischen Aktivitat nachttaverandert wurde.

Ein Uberlebenstest der Pneumokokken nach der Redhaand nach der Natriumperiodat-
Behandlung zeigte keine Einschrankung im Wachstuner dPneumokokken.
Interessanterweise verhinderte eine Pronase E-Behrapn der Pneumokokken bei
anschlieBender Infektion die Adharenz der Pneumkdwolan alle unbehandelten Zelllinien.
Diese Ergebnisse zeigten daher, dass die in Abwmegeron TSP1 gemessene Adhérenz der
Pneumokokken an Wirtszellen von Proteinen verniitteird. Die Natriumperiodat-
Behandlung verringerte die TSP1 unabhéngige AdhkémenVergleich zu unbehandelten
Bakterien nicht Abb. 25 und 26. Die Fluoreszenzaufnahmen der Infektion von HEp-2
Zellen mitSp. NCTC 1031Aply bestatigten, dass es sich bei dem Pneumokokkeéasiuh
fur TSP1 um eine Zuckerstruktur handeln kafhl{. 26).

3.3.2. Die Rolle des Pneumokokken-Phosphorylcholins far die
Thrombospondin-1 vermittelte Assoziation an Wirtsze llen

Das bakterielle Adhasin fir TSP1 ist vermutlich eei®berflachenzuckerstruktur der
Pneumokokken. Als potenzielle Kandidaten kamen cheeslene Strukturen in Frage.
Phosphorylcholin RCho) ist eine Pneumokokken-spezifische Zuckerstiryktlie in der
Zellwand uber glykosidische Bindungen an Lipoteitéuren und Teichonsauren gebunden
ist (Fischer, 2000). In verschiedenen Studien wutdePCho als Adhasin fir den PAF-
Rezeptor identifiziert (Cundelt al., 1995; Cundellet al., 1995). In dieser Arbeit wurde
untersucht, ob daBCho auch als Pneumokokken-Adhéasin fur TSP1 fungigaher wurde
zunachst das Cholin im chemisch definierten Medi{@®M) durch den Aminoalkohol
Ethanolamin ersetzt. Pneumokokken kénnen das Hgmano anstelle des Cholins in die
Zellwand einbauen. Ein Indiz fur den Einbau des aBthlamins in die
Pneumokokkenzellwand ist eine ausgepragte Ketwung der Bakterien (Vollmer and
Tomasz, 2001). Die Pneumokokken wurden in CD-Mednime Ethanolamin angezogen
und die Infektion mit TSP1 behandelten und TSP1ebahdelten HEp-2 Wirtszellen
durchgefuhrt.Sp. NCTC 1031%ply zeigte im Vergleich zur Kultivierung in THY oden i
cholin-haltigem CD-Medium keine veranderte Wachsgeschwindigkeit. Mikroskopisch
wurde eine deutlich erhdhte Kettenbildung der Bagtebeobachtet, ein Indiz daflr, dass die

Bakterien das Ethanolamin anstelle des CholinsenZellwand eingebaut hatten. Nach der
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Infektion wurden die Bakterien durch eine Doppeliamfiuoreszenzfarbung markiert und die
Zahl adhéarenter und invasiver Bakterien am Mikrgsleusgezahlt. In der Infektion mit

HEp-2 Epithelzellen konnte keine Reduktion der TSBfmittelten Adharenz nachgewiesen
werden. Die Bakterien, die zuvor in CDM ohne Chddidtiviert wurden, zeigten sogar eine
leicht erhdhte TSP1 vermittelte Adhéarenz im Verdtezu solchen, die im THY-Medium

angezogen wurden. Die TSP1 unabhangige Adharenznwadion der Pneumokokken blieb
dabei jeweils unveranderipb. 27A und B).
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Abb. 27: Rolle des Cholins in der Adh&arenz und Invasion Poreumokokken an bzw. in HEp-2 Wirtszellen.
A, Adhérenz vorsp. NCTC 1031Aply (Serotyp 35A) an HEp-2 EpithelzelleB, Invasion vonSp.
NCTC 1031%ply in HEp-2 Epithelzellen. Die Infektionen wurden i8eh in Anwesenheit von TSP1
(hellgriin und orange) bzw. mit 3 pg/ml zellgeburetarTSP1 (dunkelgriin und rot) durchgefihrt. Die
Bakterien wurden zur Analyse der Beteiligung &&ho in verschiedenen Medien angezogen. THY:
Todd-Hewitt-Broth, normales Pneumokokken-Nahrmediu®®M: chemisch-definiertes Medium,
enthélt Cholin; CDM @ Cholin: chemisch-definiertéedium ohne Cholin. Das Cholin wurde durch
Ethanolamin ersetzt. Die Zahl adharenter und imesBakterien pro Wirtszelle wurde nach einer
Immunfluoreszenzfarbung mikroskopisch bestimmt. giVertvon < 0,05 wurde als signifikant (*)
angesehen.
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adharente S. pneumoniae pro Wirtszelle invasive S. pneumoniae pro Wirtszelle
unbehandelt TSP1 p unbehandelt TSP1 p

THY 8,27 £1,26 41 +2,98 6,2x10° 0,08 £0,04 1,37 +0,65 0,02701

CDM 6,69 +1,34 67,98 + 10,50 0,00055 0,08 £0,14 1,96 +£0,19 0,00015

%ﬁ(’;’l'in@ 6,65+£1,31  57,43+150 1,6 x10°° 0,04 £ 0,04 2,55 £0,25 6,7x10°

Tab. 19: Rolle des Cholins in der Adh&arenz und Invasion Poreumokokken an bzw. in HEp-2 Wirtszellen.
Anzahl adhéarenter und invasiver Bakterien nachreinfektion von HEp-2 Epithelzellen mi.p.
NCTC 1031@ply. Die Bakterien wurden in THY-, CD- oder in CD-Madi ohne Cholin (CDM @
Cholin) kultiviert. Die Zahl adharenter und invasivBakterien pro Wirtszelle wurde nach einer
Immunfluoreszenzfarbung mikroskopisch bestimmt. BifWert von< 0,05 wurde als signifikant
angesehen.

Im nachsten Schritt sollte geprift werden, ob eneymatische Behandlung dé€ho eine
Auswirkung auf die bakterielle TSP1 vermittelte #&igtion an die Wirtszellen hat. Daftr
wurden die Bakterien mit einer PhosphorylcholineEase (Pce) behandelt, die bis zu 30%
des Zellwandphosphorylcholins von den Teichonsadwred Lipoteichonséduren abspalten
kann (Vollmer and Tomasz, 2001).

Zur Produktion der Pce vo8 pneumoniae, wurde das Pce kodierende Ggoef aus dem
D39 Stamm in den Expressionsvektor pQE30 kloniedt eterolog irk. coli exprimiert. Das
Protein wurde anschliel3end affinitAitschromatogsgihi aufgereinigt. Die Aktivitat der
erhaltenen Pce wurde in einem kolorimetrischen irestiem Substrgt-N-Phosphorylcholin
(pPNP-PC, Sigma) mittels einer Farbreaktion getesiollifher and Tomasz, 2001).
Anschliel3end wurden die Pneumokokken NCTC 10309 mit der aktiven Pce inkubiert.
Der Pce-behandelte Stamm wurde in einer Infektioit WSP1 behandelten bzw.
unbehandelten Zellen auf eine Adharenz an HEp-thElgellen getestet. Nach der Infektion
wurden adharente und invasive Bakterien mittels Beppelimmunfluoreszenzfarbung
markiert und am Mikroskop ausgewertet. Dabei wa @5P1 vermittelte Adharenz der
enzymatisch behandelten Pneumokokken pro Wirtsnetlet vermindert, sondern sogar im
Vergleich mit dem unbehandelten Pneumokokkenstammca. 40% erhoht. Die TSP1
unabhangige Adharenz wurde durch die Pce-Behandhidigt reduziert. Des Weiteren
wurden in anderen InfektionsversucheGp. NCTC 1031%ply mit einem anti-
Phosphorylcholin Antikdrper (TEPC 15, Sigma) préiubiert und da®Cho dadurch maskiert.
Dabei konnte keine Reduktion der TSP1 vermittelatharenz an HEp-2 Zellen im
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Vergleich zur Infektion mit unbehandelten Pneumderk festgestellt werden. Gleichzeitig
blieb die TSP1 unabhangige Adharenz unveranddrb.(28). Durch diese verschiedenen
unabhangigen Versuchsansétze konnteRdd® daher als Pneumokokken-Adhéasin fur TSP1

ausgeschlossen werden.

HEp-2

=
(o))
(@)

40 A ] unbehandelt *

1l TspP1

el el
N
o

adharente Bakterien/Wirtszelle

Kontrolle a-PCho Pce

Abb. 28: Einfluss des Phosphorylcholins auf die Adharenz SpnNCTC 1031%ply (Serotyp 35A) an HEp-2

Wirtszellen. Anti-Phosphorylcholina¢Pch): Sp. NCTC 1031@ply (Serotyp 35A) wurde vor der
Infektion mit einem anti-Phosphorylcholin Antikémp@ EPC 15, Sigma) inkubiert; Pc&p. NCTC
1031Nply (Serotyp 35A) wurde vor der Infektion mit aktiveekombinanter Phosphorylcholin-
Esterase inkubiert. Die Infektionen wurden Uber i8 Abwesenheit von TSP1 (hellgriin) bzw. mit
3 pg/ml zellgebundenem TSP1 (dunkelgrin) durchgefiibie Zahl adhéarenter Bakterien pro
Wirtszelle wurde nach einer Immunfluoreszenzfarbumgroskopisch bestimmt. Einp-Wert von

< 0,05 wurde als signifikant (*) angesehen.

adharente S. pneumoniae pro Wirtszelle

unbehandelt TSP1 p
Kontrolle 13,53 + 4,59 65,05 + 6,11 0,00030
a-PCho 14,25 + 1,43 65,23 + 4,21 3,8x10°
Pce 14,77 + 2,59 109,62 + 30,35 0,00571

Tab. 20: Einfluss des Phosphorylcholins auf die Adharenz Paeumokokken an HEp-2 Epithelzellen. Die
Bakterien wurden vor der TSP1 unabhéngigen bzwarmdiben Infektion mit anti-Phosphorylcholin
(a-PCho) bzw. mit der rekombinanten Phosphorylcholiekeste (Pce) vorbehandelt. Die Zahl
adharenter Bakterien pro Wirtszelle wurde nach reimemunfluoreszenzfarbung mikroskopisch
bestimmt. Einp-Wert von< 0,05 wurde als signifikant angesehen.
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3.3.3. Einfluss verschiedener Pneumokokken-Zellwand  komponenten auf die
Thrombospondin-1 vermittelte Adharenz von Pneumokok ken an
Wirtszellen

Das Phosphorylcholin konnte als Pneumokokken-Adahtisi TSP1 ausgeschlossen werden.
Im nachsten Schritt wurden isolierte Polysacchatidandstrukturen als Inhibitoren
eingesetzt, um zu testen, ob die TSP1 vermitteh&teoielle Adhérenz Uber andere
Oberflachenglykostrukturen als das Phosphorylcholirermittelt wird. In  den
Inhibitionsexperimenten wurden Lipoteichonsauieeptidoglykan, verschiedene Fraktionen
aus der Aufreinigung von Peptidoglykan und Zuckstéedteile des Peptidoglykans
eingesetzt. Die Auswertung der Infektionen erfolgte nach der
Doppelimmunfluoreszensfarbung durch Auszéhlen deéagenten Pneumokokken.
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Abb. 29: Inhibition der TSP1 vermittelten Adhérenz mit Pdptilykan. Die Adhéarenz in Abwesenheit und
Anwesenheit von TSP1 (3 pg/ml) wurde mit verschieshe Zellwand-Komponenten inhibiert. Ktrl:
Kontrolle ohne Inhibitor Sa LTA: Lipoteichonsaurevon S aureus (100 pug/ml); Sp LTA:
Lipoteichonsduren vors pneumoniae (100 pg/ml); sPG: losliches Peptidoglykan v8naureus
(100 pg/ml); GltNac: N-Acetylglukosamin (100 mM); MNac: N-Acetylmuraminsdure (100 mM).
Die Infektionen wurden Gber 3 h ohne TSP1 (hellyrbaw. mit 3 pg/ml immobilisiertem TSP1
(dunkelgriin) durchgefiuihrt. Die Zahl adhérenter Beknh pro Wirtszelle wurde nach einer
Immunfluoreszenzfarbung mikroskopisch bestimmt. BHWert von < 0,05 wurde als signifikant (*)
angesehen (n.s.: nicht signifikant).
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adharente S. pneumoniae pro Wirtszelle

64

unbehandelt TSP1 p
ohne 13,9+5,73 44,43 + 14,23 0,02610
100 pg/ml Staph LTA 11,99 +1,29 71,85 +22,13 0,08812
100 pg/ml Pneu LTA 12,30 £0,29 70,35+21,71 0,09856
100 pg/ml sPG 9,48 + 3,08 1,155 + 0,01 0,00621
100 mM Glc Nac 16,62 +1,33 11,68 £4,24 0,01876
100 mM Mur Nac 18,51 +£7,48 40 £7,07 0,06374

Tab. 21: Inhibition der TSP1 vermittelten Adhérenz mit Pdptilykan. Anzahl adharenter Bakterien pro
Wirtszelle nach Inhibitionsstudien mit Zellwandpségchariden. Die Zahl adhérenter Bakterien pro
Wirtszelle wurde nach einer Immunfluoreszenzfarbuomigroskopisch bestimmt. Einp-Wert von
< 0,05 wurde als signifikant angesehen.

Durch Verwendung von isolierten und aufgereinigtgroteichonsauren voBtaphylococcus
aureus und mit Lipoteichonséuren vo8 pneumoniae konnte keine Reduktion der TSP1
vermittelten Pneumokokken-Adharenz bei der Infektimit Sp. 35AAply an HEp-2
Epithelzellen aufgezeigt werden. Dagegen bewirke®nug losliches Peptidoglykan von
S aureus eine signifikante Reduktion der TSP1 vermittelfathédrenz der Pneumokokken an
Epithelzellen. Auf die Adharenz der Pneumokokkenuabehandelte Wirtszellen hatte das
l6sliche Peptidoglykan keinen Einflusélb. 29). Weiterhin wurden Inhibitionen mit den
beiden Zuckereinheiten des Peptidoglykans dé&Acetylglukosamin und derN-
Acetylmuraminsaure durchgefuhrt. Die Ergebnissgteai eine signifikante Inhibition der
TSP1 vermittelten bakteriellen Adhéarenz an HEp-Reiemit 100 mMN-Acetylglukosamin,
nicht jedoch mit 100 mMN-Acetylmuraminsaure. Da fur eine Inhibition der TSP
vermittelten Adhérenz an HEp-2 mil-Acetylglukosamin (100 mM) unphysiologische
Mengen des Zuckers eingesetzt werden musstens igtarscheinlich, dass dieser Zucker
nicht das minimale Motiv des bakteriellen Adh&siiis TSP1 darstellt. Keine der in den
Inhibitionsexperimenten eingesetzten Verbindungeatteh einen Effekt auf die TSP1
unabhangige Adharenaljb. 29).

Zur weiteren Analyse der Spezifitdt des inhibitohisn Effekts von Peptidoglykan, wurden
Versuche zur TSP1 vermittelten Adharenz und Invasimit einer Peptidoglykan-
Konzentrationsreihe durchgefiihrt. Die adhéarentesh inmasiven Bakterien wurden nach der
Infektion in einer Immunfluoreszenzfarbung markierDie Auswertung erfolgte
mikroskopisch durch Auszahlen von mindestens 3@#eDer inhibitorische Effekt sowohl

auf die Adharenz wie auch auf die Invasion war algigivon der Menge an eingesetztem
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Peptidoglykan Abb. 30A und B). Diese Tatsache deutete auf eine spezifischaaktten
zwischen Pneumokokken-Peptidoglykan und TSP1 hia. T3P1 vermittelte Adharenz der
Pneumokokken wurde in Gegenwart von 10 pg Peptitagl pro 500 ul Infektionsansatz um
50% im Vergleich zur Negativkontrolle ohne Peptig&gn reduziert Abb. 30A). Die
Fluoreszenzaufnahmen verdeutlichen den inhibitbescEffekt des Peptidoglykans auf die
TSP1 vermittelte Adharenz von Pneumokokken an henvdintszellen Abb. 30C).
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Abb. 30: Einfluss von Peptidoglykan auf die TSP1 vermitteltéddhdrenz und Invasion.
Konzentrationsabhéngiger Einfluss des PeptidoglgKaRG) auf eine TSP1 abhangige Adha(éy)z
an bzw. Invasion(B) in HEp-2 Epithelzellen.C, Repréasentative Fluoreszenzaufnahmen der
Peptidoglykaninhibition der TSP1 abhéngigen Adharand Invasion vorSp. NCTC 1031Aply
(Serotyp 35A) an und in HEp-2 Epithelzellen.
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adharente S. pneumoniae pro invasive S. pneumoniae pro
Wirtszelle Wirtszelle
SPG [ug/ml] unbehandelt TSP1 unbehandelt TSP1

0 11,05+2,11 66,74 £10,18 0,115+0,01 2,07 £0,61
4 54,67 £9,14 0,66 £0,11
10 41,34 +11,86 0,54 £0,48
20 23,25 +£5,85 0,42 £0,16
30 16,19 £3,70 0,21 £0,01
50 11,61 £0,96 0,12 £0,01

Tab. 22: Einfluss von Peptidoglykan auf die TSP1 vermittédlghdrenz und Invasion. Anzahl adhéarenter und
invasiver Bakterien pro Wirtszelle nach der Infektivon HEp-2 Zellen mi§p. NCTC 1031@ply.
Die Adharenz und Invasion wurde mit aufsteigendenlye Peptidoglykan (sPG) inhibiert. Die Zahl
adharenter und invasiver Bakterien pro Wirtszellarde nach einer Immunfluoreszenzfarbung
mikroskopisch bestimmt.

Zur Analyse des inhibitorischen Effekts voN-Acetylglukosamin wurden weitere
Infektionsversuche durchgefuhrt und anschliel3erktaskopisch ausgewertet. Dabei wurde
ebenfalls die Konzentrationsabhangigkeit der Iniobb mit GlcNac getestet. Der
inhibierende Effekt vonN-Acetylglukosamin auf eine TSP1 vermittelte Adh&rewar
konzentrationsabhangig. In Gegenwart von 10 nmWAAcetylglukosamin pro 500 pl
Infektionsansatz konnte eine 50%ige Reduktion d&PT vermittelten Inhibition im
Vergleich zur Infektion in Abwesenheit voN-Acetylglukosamin nachgewiesen werden
(Abb. 31A). Diese inhibitorische Wirkung deBl-Acetylglukosamins wird auch in den

entsprechenden Fluoreszenzaufnahmen deufich. (31B).
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Abb. 31: Einfluss vonN-Acetylglukosamin auf die TSP1 vermittelte AdhareizKonzentrationsabhangigkeit
der N-Acetylglukosamin (Glblac) vermittelten Inhibition vorsp. NCTC 1031@ply (Serotyp 35A)
an HEp-2 Epithelzellen.B, Reprasentative Fluoreszenzaufnahmen verdeutlicden N-
Acetylglukosamin vermittelte Inhibition der TSP1hdimgigen Adharenz vo&p. NCTC 1031@ply
(Serotyp 35A) an HEp-2 Epithelzellen.

adharente S. pneumoniae pro Wirtszelle

Tab. 23:

GlcNac [mM] unbehandelt

0 14,5 +5,20
10
50
100
200

TSP1

65,55 +2 4,74
30,1 +12,87
21,17 +2,65
11,57 £4,39
9,43 +6,13

Inhibition der TSP1 vermittelten Adhéarenz miAcetylglukosamin. Anzahl adharenter Bakterien pro
Wirtszelle nach der Infektion von HEp-2-Zellen n8fp. NCTC 1031@4ply. Die Adharenz und

Invasion wurde mit aufsteigend&-Acetylglukosamin (Glblac)-Konzentration inhibiert. Die Zahl
adhéarenter Bakterien pro Wirtszelle wurde nach reimemunfluoreszenzfarbung mikroskopisch

bestimmt.
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Obwohl auchN-Acetylglukosamin einen inhibitorischen Effekt adie TSP1 vermittelte
Adhéarenz vorS pneumoniae an Wirtszellen aufwies, war dieser jedoch wesemtgeringer
als der des vollstdndigen Peptidoglykanmolekils Desh wurde vermutet, dass der
inhibitorische Effekt nicht nur in Zusammenhang miken Zuckerbausteinen des
Peptidoglykans, sondern mit der Gesamtstruktur Begtidoglykans steht. Verschiedene
Eluate aus Aufreinigungsschritten des Peptidoglgkdnur Verfigung gestellt von U.
Zahringer, Borstel) wurden auf ihre Wirksamkeit lalibitor mit der des bisher verwendeten
Peptidoglykans verglichen. Dafir wurden auf HEp4{atielzellen 3 ug TSP1 fur 30 min
immobilisiert und mit 20 ug verschiedener Eluats der Aufreinigung des Peptidoglykans
bzw. mit Peptidoglykanfragmenten die TSP1 verntgtéddharenz von Pneumokokken an
HEp-2 Wirtszellen inhibiertAbb. 32). In diesem Versuch bestétigte sich der inhibsidre
Effekt des l6slichen Peptidoglykans. In diesem Mall das verwendete Peptidoglykan von
einer Lipopeptid-Mutantddt-Mutante) vonS aureus isoliert, deren Zellwand die klassischen
Lipopeptide der Bakterienoberflache fehlen. Das ifft ein Enzym und modifiziert das
Lipopeptid so, dass keine Verankerung des Peptidder Zellwand erfolgen kann. Die
Inhibitionen zeigten, dass losliches Peptidoglylemen deutlich starkeren inhibitorischen
Effekt als eine Suspension aus nicht geloéstem @egliikan hatte, welches von der Firma
Sigma gekauft wurde. Mit |6slichem Peptidoglykamite eine 90%ige Inhibition, mit einer
Suspension des nicht l6slichen Peptidoglykans eemfalls deutlich signifikante, jedoch nur
60%ige Inhibition der TSP1 vermittelten Adharenz dneumokokken erreicht werden.
Weitere Inhibitionsversuche wurden mit dem Park'skiotid von E. coli und mit
Wandteichonsauren (WTA) voS8. aureus durchgefuhrt. Mit diesen Verbindungen konnte
keine Reduktion der TSP1 vermittelten Adharenzettraverden. Die Anwesenheit eines
Muramyl-Dipeptids (MDP, Sigma) zeigte ebenfallsriar inhibitorischen Effekt. Es konnte
eine weitere sehr wichtige Beobachtung mit dem d&msdreier Fraktionen aus der
Aufreinigung des Peptidoglykans a@saureus (WT) gemacht werden. Diese Fraktionen
unterschieden sich in ihrer molekularen Gro3e, wodlve 4 die Fraktion mit dem hdchsten
Molekulargewicht und Fraktion Nr. 6 die mit dem dhigsten Molekulargewicht, allerdings
der grof3ten Anzahl von Molekilen pro pg war. Inteemterweise konnte eine stufenweise
Inhibition dieser verschieden grof3en Fraktionerient werden, wobei die kleinste Fraktion
mit 70% die starkste Reduktion bewirken kon#tbl. 32).
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Abb. 32: Untersuchungen zur Inhibition der TSP1 vermitteléetharenz mit Peptidoglykan. Inhibitionsstudien
der TSP1 vermittelten Adharenz v&p. NCTC 1031%ply (Serotyp 35A) an HEp-2 Epithelzellen
mit aufgereinigten Strukturen bzw. Eluaten (jew&Gpg/ml) von Peptidoglykan. Ktrl: Infektion in
Abwesenheit von Inhibitoren. Die Zahl adhéarenterktBden pro Wirtszelle wurde nach einer
Immunfluoreszenzfarbung mikroskopisch bestimmt. Biwert von< 0,05 wurde als signifikant (*)
angesehen (n.s.: nicht signifikant).

adharente S. pneumoniae pro Wirtszelle

unbehandelt TSP1 p

ohne 8,01 +2,88 138,58 £1,66 7,0x107%

sPG (1) 7,68 £0,18 15,31 +5,36 7,1x107
Park’s Nukleotid (2) 7,05+ 1,63 139,46 + 20,74 0,92180
WTA (3) 7,95 +1,34 119,05 + 3,46 0,00023

sPG (4) 7,75 +0,64 93,95+21,71 0,00738

sPG (5) 9,03 + 2,86 58,98 + 19,98 0,00062

sPG (6) 7,85 +0,35 34,98 +18,70 0,00017

PG (7) 8,96 £1,92 58,29 £41,31 0,00892

MDP (8) 8,06 + 0,36 139,2 £7,07 0,84337

Tab. 24: Untersuchungen zur Inhibition der TSP1 vermitteketharenz mit Peptidoglykan. Anzahl adharenter
Bakterien pro Wirtszelle nach der Infektion von HEZellen mit Sp. NCTC 1031%ply. Die
Adhéarenz und Invasion wurde mit unterschiedlichefgereinigten Zellwandfragmenten inhibiert.
sPG: l6sliches Peptidoglykan; WTA: WandteichonsaufeG: nicht lsliches Peptidoglykan; MDP:
Muramyl-Dipeptid. Die Zahl adharenter Bakterien pr@Virtszelle wurde nach einer
Immunfluoreszenzfarbung mikroskopisch bestimmt. BifWert von < 0,05 wurde als signifikant
angesehen.

Die Infektionsversuche und Bindungsstudien in dieskapitel konnten eindeutig eine
wichtige Rolle fur das bakterielle Peptidoglykander TSP1 vermittelten Adharenz und

Invasion aufzeigen.
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3.3.4. Untersuchungen zur spezifischen Interaktion von Thrombospondin-1
mit Peptidoglykan

Eine spezifische Bindung zwischen TSP1 und Peptytag wurde in einem
Bindungsversuch, an dem ausschlief3lich beide ktierspartner beteiligt waren, untersucht.
Dafur wurden aufsteigende Konzentrationen TSP1 iertisfungen einer 96-well
Mikrotiterplatte immobilisiert. Das immobilisierfeSP1 wurde mit 3 pg Peptidoglykan (sPG
der Igt-Mutante) fur 1 h inkubiert. AnschlieRend wurde ebgndenes sPG durch Waschen
entfernt. In einem weiteren Versuch wurden 0,5 |18PT in Vertiefungen einer 96-well
Mikrotiterplatte immobilisiert und das immobilisterTSP1 mit aufsteigenden Konzentration

von léslichem Peptidoglykan inkubie#lfb. 33).
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Abb. 33: Bindung des léslichen Peptidoglykans (sPG) an imihistdotes TSP1.A, TSP1 wurde in
aufsteigenden Mengen in den Vertiefungen einer 8B-Mikrotiterplatte immobilisiert und mit
jeweils 3 ug sPG inkubierB, 0,5 pg TSP1 wurden in den Vertiefungen einer 98-Mikrotiterplatte
immobilisiert und mit aufsteigenden Mengen l6slichBeptidoglykan (sPG) inkubiert. Die Analyse
der Bindung erfolgte nach einer Inkubation mit einenti-Peptidoglykan Antikérper, einem
sekundéaren Peroxidase-gekoppelten Antikdrper undreenzymatischen Farbreaktion im ELISA-
Reader bei 405 nm.
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Bindung von 3 pg sPG an immobilisiertes TSP1

A TSP1 [pgiwell] Emission bei 405 nm
0 0,0013 =+ 0,0051
0,1 0,0123 +0,0103
0,2 0,0616 +0,0112
0,3 0,0913 +0,0218
0,5 0,1057 +0,0105
1,0 0,1910 = 0,0263
3,0 0,1810 + 0,04
B SsPG[ug/well] Bindung von sPEGm?;S%rE: Egi izwomsc:]br:isiertes TSP1
0 0,173 + 0,008
0,5 0,3055 +0,0045
1,0 0,3195 +0,0075
2,0 0,3375 = 0,0085
3,0 0,332 +0,005
8,0 0,29 = 0,007
10,0 0,267+ 0,015
20,0 0,268 +0,019

Tab. 25: Bindung des léslichen Peptidoglykans (sPG) an imilistdrtes TSP1A, Die Bindungswerte ergeben
sich durch die Subtraktion der Messwerte der Negatitrolle (nur TSP1) von den Messwerten der
Bindung von 3 pg Peptidoglykan (sPG) an TSB1Die Bindungswerte sind die Messwerte der
Bindung von aufsteigender Konzentration I8slicheneptiRloglykan inkubiert mit 0,5 ug
immobilisiertem TSP1.

Die Bindung des Peptidoglykans an das TSP1 wurdeHilfie der Inkubation eines anti-
Peptidoglykan Antikdrpers und der anschlieRendénbation eines sekundaren Peroxidase-
gekoppelten Antikérpers eine Farbreaktion mit denbt-8ubstrat detektiert. Als
Negativkontrolle wurden aufsteigende Konzentratiorges immobilisierten TSP1 ohne
anschlie3ende Inkubation mit Peptidoglykan mit geemrméaren anti-Peptidoglykan Antikérper
und dem entsprechenden Sekundarantikorper inkulidezt Farbreaktion wurde im ELISA-
Reader bei 405 nm analysiert. Tatsédchliche Bindwege des Peptidoglykans an das
immobilisierte TSP1 wurden ermittelt, indem die M\wsrte der Negativkontrolle von den
Messwerten des Peptidoglykans an das TSP1 subtralwierden. Die Bindung des
Peptidoglykans an das TSP1 war abhangig von deges@tzten Menge von TSPl
(Abb. 33A). Weiterhin war die Interaktion zwischen immobéigem TSP1 abh&ngig von der
Menge von eingesetztem Peptidoglykan und resuwdtiareiner SattigungAbb. 33B).
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3.4. Analyse der Interaktion verschiedener Gram-pos itiver und
Gram-negativer Bakterien mit Thrombospondin-1

Das Peptidoglykan ist nicht nur der Hauptbestahd&i Pneumokokkenzellwand, sondern ist
Hauptzellwandstrukturkomponente aller Gram-positBakterien. Da es in die Zellwand von
Gram-negativen Bakterien dagegen nur als dinneclBichivischen der auf3eren Membran
und der Zytoplasmamembran eingelagert ist, konetenutet werden, dass eine mogliche
Interaktion von Peptidoglykan mit TSP1 bei Gram#pesn und Gram-negativen Bakterien
unterschiedlich stark ist. Darum sollte zunachgesjet werden, ob reprasentative Gram-
negative und Gram-positive Bakterien sowohl anidtisls als auch an immobilisiertes TSP1
binden. AnschlieBend sollte aufgeklart werden, obs dzellgebundene TSP1 als
Bruckenmolekdl fur die Adharenz von verschiedenaktdriellen Spezies genutzt werden

kann.

3.4.1. Gram-positive Bakterien interagieren mit l6s  lichem und
immobilisiertem Thrombospondin-1

Reprasentative Stdmme verschiedener Spezies wardesine Bindung an immobilisiertes
und lésliches TSP1 getestet. Fir die Analyse dkteballen Bindung an die immobilisierte
Form des TSP1, wurden zunachst 3 pg TSP1 auf Bilastikoberflaiche immobilisiert und
mit FITC-markierten Bakterienstimmen inkubiert. Naginer 1-stindigen Inkubationszeit
erfolgte die Analyse der Bindung im Fluoroscan. &akonnten fir alle getesteten Gram-
positiven Bakterienstimme eine deutliche Interaktionit immobilisiertem TSP1
nachgewiesen werden. Die hdchste Bindung ze®ymreus (32% an TSP1 gebundene
Bakterien). Die Bindungswerte vort pneumoniae NCTC 10319 (20% Bindung),
Sreptococcus pyogenes (15%) und Listeria monocytogenes (9%) zeigten ebenfalls eine
deutliche Bindung an das immobilisierte TSP1. Ing&eatz dazu konnten keine von den
verwendeten Gram-negativen Stammé&scherichia coli (1%), Legionella pneumophila
(0,5%),Haemophilus influenzae (0,3%) undNeisseria meningitidis (1,5%) an immobilisiertes
TSP1 binden. Um einen maoglichen inhibitorischerekffder Kapselpolysaccharide auf die
Bindung an TSP1 zu vermeiden, wurdenHiirnfluenzae undN. meningitidis die kapsellosen
StammeH. influenzae Rd bzw. N. meningitidis MC58AsiaD in den Versuchen eingesetzt
(Abb. 34).
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Abb. 34: Interaktion verschiedener Gram-positiver und Graggativer Bakterien mit immobilisiertem TSP1.
Bindungswerte von FITC-markierten Gram-positivend uGram-negativen Bakterien an 3 ug
immobilisiertes TSP1 in Prozent. Der 100%-Wert pritht der Menge eingesetzter FITC-markierter
Bakterien im Versuch. Die Analyse der Bindung kgtieim Fluoroscan.

Bakterienstamm gebundene Bakterien in %
S. pneumoniae NCTC 10319 19,35 +9,12
S. pyogenes M6 14,67 £0,64
S. aureus Cowan-1 31,76 £9,54
L. monocytogenes 1/2a 9,36 £1,30
L. pneumophila Corby 0,53 +£0,03
E. coli 536 1,23+0,62
H. influenzae RD 0,32 +0,04
N. menigitidis MC58AsiaD 1,60 £0,27

Tab. 26: Interaktion verschiedener Gram-positiver und Graagativer Bakterien mit immobilisiertem TSP1.
Bindungswerte (in %) von FITC-markierten Gram-posit und Gram-negativen Bakterienstammen
an immobilisiertes TSP1 (3 pg). Der 100%-Wert emtép der Menge eingesetzter FITC-markierter
Bakterien im Versuch.

Zusétzlich wurden Bindungsstudien mit 100 pg/mlitdem, FITC-markiertem TSP1 und
verschiedenen Gram-positiven Bakterien durchgefiidtim Durchflusszytometer gemessen
(Abb. 35). Das losliche TSP1 zeigte eine signifikante Bimgluan alle getesteten Gram-
positiven Bakterien Abb. 35A). Die bei einer positiven Bindung deutlich naclkchts
verschobenen Punktwolkendiagramme illustrieren sigmifikante Bindung von l6slichem

TSP1 an Gram-positive Bakterien. Mit Hilfe der Dhftasszytometrie konnte zusatzlich, wie
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schon flr S pneumoniae, eine konzentrationsabhangige Bindung von I6shithEITC-
markiertem TSP1 an das Gram-positive Bakteri@raureus gezeigt werdenAbb. 35B).
FITC-markiertes, losliches TSP1 zeigte dagegen &emmachlassigbare Bindung an das
Gram-negative Bakteriuri. coli (Abb. 35B). Zusammenfassend zeigten diese Ergebnisse,
dass TSP1 spezifisch mit den getesteten Gram-pasijtinicht jedoch mit den getesteten

Gram-negativen Bakterien interagieren konnte.
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Abb. 35: Interaktion verschiedener Gram-positiver und Gragativer Bakterien mit I6slichem TSPA,
Repréasentative Punktwolkendiagramme der Bindung M8R1 (100 pg/ml) an verschiedene Gram-
positive Bakterien (rot) und ak. coli (blau). SSC: side scatter, Mal3 fir die Granularigg
Konzentrationsabhangigkeit der TSP1-Bindungaaureus und ank. coli.
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TSP1-FITC [ug/ml] E. coli S. aureus
0 1,87 +1,64 4,31+3,11

25 10,95 +£0,63 134,08 £ 19,05

50 18,58 £ 0,78 265,83 £ 16,18

75 32,49 + 3,90 415,52 + 16,51

100 50,50 £12,82 546,12 £1,41

Tab. 27: Bindungswerte (GMFI x % Ereignisse) der Bindung l@slichem, FITC-markiertem TSP1 &ncoli
undS. aureus.

3.4.2. Thrombospondin-1 vermittelt die Adharenz von Gram-positiven
Bakterien an humane Wirtszellen

In Bindungsstudien mit immobilisiertem und 16slicheTSP1 konnte gezeigt werden, dass
alle in den Versuchen eingesetzten Gram-positivaktdBien mit TSP1 interagieren konnten.
Es wurden Infektionsversuche mit HEp-2 Epithelzelteirchgefihrt, um zu testen, ob eine
Rekrutierung des TSP1 bei Gram-positiven Baktengr, schon flrS. pneumoniae gezeigt,
ebenfalls zu einer gesteigerten Adhéarenz an di¢séillen fuhrte. Daflr wurden jeweils 3 g
TSP1 pro Infektionsansatz auf HEp-2 Zellen immai@lit und die Zellen anschliel3end mit
verschiedenen Stammen pathogenen und apathoge@em@ssitiven und Gram-negativen
Bakterien infiziert. Nach 2 h wurden die zellassatén (adharenten und invasiven)
Bakterien in geeigneten Verdinnungen auf entspreldre Festmedien ausplattiert. Die
Assoziation wurde durch das Auszahlen der Koloil#ehden-Einheiten (CFU) bestimmt
(Abb. 36).
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Abb. 36: Einfluss von TSP1 auf die Assoziation von Gram-osn und Gram-negativen Bakterien an HEp-2
Epithelzellen. A, TSP1 vermittelte Assoziation von Gram-positivend umon Gram-negativen
pathogenen Spezies an HEp-2 Zelld,. TSP1 vermittelte Assoziation von Gram-positiven
apathogenen Bakterien an HEp-2 Epithelzellen. HEge{®en wurden fir 2 h mit den verschiedenen
Bakterien infiziert, die Anzahl assoziierter Mikrganismen wurde durch anschlieRendes
Ausplattieren der Bakterien und Auszéhlen der Kiglorermittelt. Die Infektionen wurden in An-
bzw. Abwesenheit von 3 g zellgebundenem TSP1 defthrt. Die Anzahl assoziierter Bakterien in
Abwesenheit von TSP1 wurde als 100% definiert. BiwWert von< 0,05 wurde als signifikant (*)
angesehen (n.s.: nicht signifikant).
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relative Assoziation [%]

Bakterienstamme unbehandelt TSP1 p
SNpch% T0°3”1i36 100 389,1 169,38 0,04168
S. aureus Cowan-1 100 367,75 + 38,58 0,00027
S. pyogenes M6 100 313,01 £87,41 0,01346
L. monocytogenes 1/2a 100 155,59 + 1,92 2,3x107
N. menigitidis MC58AsiaD 100 98,21 +20,12 0,88501
E. coli 536 100 100,37 £4,71 0,89720
H. influenzae RD 100 113,40 £5,91 0,00515
S. carnosus TM300 100 654,69 * 165,99 0,00442
B. subtilis 168 100 435,58 + 100,83 0,00123
S. mutans UA159 100 697,95 +£ 117,80 0,00024

Tab. 28: Einfluss von TSP1 auf die Assoziation von Gram-osn und Gram-negativen Bakterien an HEp-2
Epithelzellen. TSP1 abhéngige und unabhéngige ivelaAssoziation (in %) verschiedener
Bakterienstamme an HEp-2 Zellen nach einer 2-stjamdilnfektion. Die Anzahl assoziierter
Bakterien wurde durch Ausplattieren der Bakteriem tAuszéhlen der Kolonien ermittelt. Die
Assoziation der Bakterien in Abwesenheit von TSRirde als 100% definiert. Einp-Wert von
< 0,05 wurde als signifikant angesehen.

Dabei konnte flr die pathogenen Gram-positiven &adi S aureus, S pyogenes und

L. monocytogenes in Anwesenheit von TSP1 eine signifikant erhohtesdyiation der
Bakterien an die Wirtszellen nachgewiesen werdeie erwendeten Gram-negativen
BakterienN. meningitidis, E. coli undH. influenzae konnten nicht mit TSP1 interagieren und
das zellgebundene TSP1 nicht zu einer Anheftung Hifp-2 Epithelzellen nutzen
(Abb. 36A). Die apathogenen Gram-positiven Bakterie®aphylococcus carnosus,
Bacillus subtilis und Streptococcus mutans konnten wie die pathogenen Bakterien das TSP1
fur eine gesteigerte Assoziation mit den HEp-2 ¥¥ietlen nutzenAbb. 36B).

In Infektionsversuchen in der Zellkultur wurde di¢irkung eines anti-TSP1 Antikorpers
(mAB 6.1, Calbiochem) auf eine TSP1 vermittelte tbaklle Adharenz getestet. Dafir
wurden HEp-2 Zellen nach der Immobilisierung dePTSuf der Wirtszelloberflache mit
dem TSP1-blockierenden Antikérper fir 30 min inlarhi Vor der Infektion mit
S pneumoniae NCTC 10319 bzw. mit aureus MA12 wurde der Antikoérper entfernt. Die
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Assoziation der Bakterien an die Wirtszellen wudidech Ausplattieren und Auszahlen der
Kolonie-bildenden Einheiten bestimmt.

HEp-2 [ ] unbehandelt [ anti-TSP1 AK

120
100
80 *
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20

relative Assoziation [%)]

o

S. pneumoniae S. aureus

Abb. 37: Einfluss eines TSP1-blockierenden Antikdrpers aué d'SP1 vermittelte Assoziation von
S. pneumoniae und vonS. aureus an HEp-2 Wirtszellen. Assoziation vép. NCTC 1031%ply und
S aureus MA12 an HEp-2 Epithelzellen nach der Inkubatios dellgebundenen TSP1 (3 pg/ml) mit
einem anti-TSP1 Antikorper (1:200, Calbiochem). Ditektionen wurden Uber 2 h durchgefihrt. Die
Anzahl der assoziierten Bakterien wurde durch Aatsigren und Auszahlen der Kolonie-bildenden
Einheiten erhalten. Eip-Wertvon < 0,05 wurde als signifikant (*) angesehen.

relative Assoziation [%]

Stamm TSP1 TSP1 + anti-TSP1 p
S. pneumoniae
NCTC 10319 100 59,98 +10,17 0,00242
S. aureus MA12 100 57,22 £4,79 0,00010

Tab. 29: Einfluss eines TSP1-blockierenden Antikorpers aué d'SP1 vermittelte Assoziation von
S pneumoniae NCTC 10319 und vois. aureus MA12 an HEp-2 Wirtszellen. Die Tabelle zeigt die
relativen Assoziationswerte (in %) der TSP1 vemifigh Assoziation vors pneumoniae und von
S aureus in An- bzw. Abwesenheit des anti-TSP1 Antikdrpgr200, Calbiochem). Die Assoziation
der Bakterien mit den TSP1-behandelten Wirtsze(pg/ml) in Abwesenheit des blockierenden
Antikorpers wurde als 100% definiert. EmWertvon < 0,05 wurde als signifikant angesehen.

Der TSP1-blockierende Antikdrper hatte farpneumoniae und S. aureus einen signifikant
inhibierenden Effekt auf die TSP1 vermittelte Arthefy an HEp-2 Wirtszellen. Durch den
Einsatz des Antikdrpers konnte die Assoziation gitesteten Gram-positiven Bakterien im

Vergleich zu nicht blockiertem, zellgebundenem TS#h ca. 40% reduziert werden
(Abb. 37).
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Insgesamt zeigten die Bindungsstudien und die tihe&n in der Zellkultur, dass es einen
signifikanten Unterschied in der bakteriellen Bindudes TSP1 zwischen Gram-positiven
und Gram-negativen Bakterien gibt. Die Tatsachessdaowohl pathogene als auch
apathogene Gram-positive Bakterien das TSP1 fle ajesteigerte Adharenz an die
Wirtszellen rekrutieren konnten, deutete auf eimigemeingultigen Mechanismus dieser
Interaktion hin.

3.4.3. Untersuchungen zur chemischen Natur des Adha sins Gram-positiver
Bakterien fur Thrombospondin-1

Es ist bekannt, dass bakterielle Pathogene, wieB.z.Saphylococcus aureus oder
Streptococcus pyogenes, bei einer Kolonisierung des Wirtes an Komponenteer
extrazellularen Matrix binden kénnen (Dinkéa al., 2003; Foster and Hook, 1998). Diese
Adharenz wird haufig durch adhéasive bakterielle télne vermittelt, die kovalent an
Peptidoglykan gebunden sind. Allerdings kénnen tniolr Proteine, sondern auch andere
Oberflachenstrukturen, wie Polysaccharide und lapthe Anheftung des Pathogens an die
Wirtsstrukturen vermitteln.

Durch die proteolytische Behandlung der Pneumokokkennte in dieser Arbeit in den
Infektionsversuchen ein bakterielles Protein deeuPmokokken als Adhéasin fur TSP1
ausgeschlossen werden (siehe auch 3.3). Im Folgemdele die Interaktion anderer Gram-
positiver Bakterien mit TSP1 charakterisiert, umkiéiren, ob es sich bei der bakteriellen
Interaktion mit TSP1 eventuell um einen allgemeliigén Mechanismus handelte. Daflr
wurden auchS aureus und S pyogenes vor einer Infektion der Wirtszellen mit dem
proteolytischen Enzym Pronase E behandelt. Die Aindar wirtszellassoziierten Bakterien
wurde durch das Ausplattieren geeigneter Verdunenrayf entsprechenden Agarplatten und
Auszahlen der Kolonie-bildenden Einheiten ermittdéft den Infektionsversuchen konnte
gezeigt werden, dass eine proteolytische Behandlan&. aureus undS. pyogenes die TSP1
vermittelte und damit deutlich gesteigerte Assoarmatder Bakterien nicht verhinderte
(Abb. 38). Bei dem bakteriellen Adhasin fir TSP1 konntesiek also auch be&. aureus und

S. pyogenes nicht um ein Protein handeln. Bemerkenswert waten@n, dass die Ergebnisse
der Infektionen mit proteolytisch behandelten Bakteeine vollstandige Inhibition der TSP1
unabhangigen Adharenz f@& pneumoniae NCTC 10319 und fusS. pyogenes zeigten. Die
TSP1 unvermittelte Adharenz vdd aureus an HEp-2 Wirtszellen war dagegen durch die
Pronase E-Behandlung nicht vollstandig inhibiei@dab. 38).
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Abb. 38: Das Adhéasin Gram-positiver Bakterien fir TSP1 iinkProtein. TSP1 vermittelte Assoziation von
Pronase E (ProE) behandelt8rpneumoniae (NCTC 10319),S aureus und S pyogenes an HEp-2
Zellen. Die Infektionen wurden ohne TSP1 bzw. miud@ml immobilisiertem TSP1 fur 2 h
durchgefiihrt. Die Anzahl assoziierter Bakterien aeurdurch Ausplattieren und Auszéhlen der
Kolonien ermittelt. Die Assoziation der Bakteriehne Pronase E-Behandlung in Abwesenheit von
TSP1 wurde als 100% definiert. EmWertvon< 0,05 wurde als signifikant (*) angesehen.

relative Assoziation [%0]
Pronase E-behandelte

Bakterien unbehandelt TSP1 p
S. pneumoniae
NCTC 10319 0,38 +£0,54 1225,45 + 290,55 0,00049
S. aureus Cowan-1 93,29 £9,48 437,19 + 27,60 8,6 X 10°
S. pyogenes M6 7,33 £0,95 715 £ 247,49 0,00218

Tab. 30: Das Adhasin Gram-positiver Bakterien fir TSP1 @nhkProtein. Relative Assoziation von Pronase E-
behandelten Gram-positiven Bakterien an HEp-2 BellBie Infektionen wurden in An- bzw.
Abwesenheit von zellgebundenem TSP1 (3 pg/ml) dyefilnrt. Die Anzahl assoziierter Bakterien
wurde durch Ausplattieren der Bakterien und Auszédhiier Kolonien ermittelt. Einp-Wert von
< 0,05 wurde als signifikant angesehen.

3.4.4. ldentifizierung des Adhésins  Gram-positiver Bakterien  flr
Thrombospondin-1

Durch Inhibitionsversuche in der Zellkultur konReptidoglykan als das TSP1-Adhasin fir
S pneumoniae identifiziert werden. Nun sollte analysiert werdeob sich die TSP1

vermittelte Adhérenz anderer Gram-positiver Bakterian Wirtszellen ebenfalls durch
Peptidoglykan inhibieren liel3. In Infektionsexpeemen sollte die TSP1 vermittelte
Assoziation vonS aureus und S pyogenes an HEp-2 Zellen mit 20 ug Peptidoglykan pro
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Infektionsansatz reduziert werden. Die Zahl wirls®soziierter Bakterien wurde im
Plattierungsversuch ermittelt. Ahnlich wie fi& pneumoniae NCTC 10319 konnte das

Peptidoglykan die TSP1 vermittelte Assoziation $oaureus undS. pyogenes an Wirtszellen
signifikant inhibieren Abb. 39A).
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Abb. 39: Einfluss von Peptidoglykan undl-Acetylglukosamin auf die TSP1 vermittelte Assomiatvon
S. pneumoniae (NCTC 10319), vonS. aureus und von S pyogenes mit HEp-2 Zellen.A, Die
Infektionsversuche mit HEp-2 Epithelzellen (+ 3 myTSP1) wurden in An- bzw. Abwesenheit von
20 pg Peptidoglykan (PG) pro Infektionsansatz dgeéithrt. Die Assoziation der Bakterien mit den
Zellen in Abwesenheit von Peptidoglykan wurde &% definiert.B, Die Infektionsversuche mit
HEp-2 Epithelzellen (+ 3 pg/ml TSP1) wurden in Abzw. Abwesenheit von 100 mMN-
Acetylglukosamin (GlIblac) pro Infektionsansatz durchgefiihrt. Die Assiamter Bakterien mit den
Zellen in Abwesenheit von GQWac wurde als 100% definiert. Die Anzahl assozireBakterien
wurde durch Ausplattieren der Bakterien und Auszédhiier Kolonien ermittelt. Einp-Wert von
< 0,05 wurde als signifikant (*) angesehen.
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Infektionsversuche in der Zellkultur zeigten ebdafainen inhibitorischen Effekt von 100 mM
N-Acetylglukosamin auf die TSP1 vermittelte Assopiatvon S aureus und S. pyogenes an
Epithelzellen Abb. 39B). Dieses Ergebnis veranschaulicht, dass der Repykian vermittelte
Prozess einer bakteriellen Interaktion mit TSPé&ralloraussicht nach einen allgemeingultigen

Mechanismus reprasentiert.

relative Assoziation [%0]

Bakterien TSP1 TSP1 + 20 pg PG p
S. pneumoniae 7
NCTC 10319 100 4,90 + 3,58 3,3x10
S. aureus Cowan-1 100 13,17 +1,61 2,0 x 108
S. pyogenes M6 100 33,88 £ 13,05 0,00024
TSP1 + 100 mM
TSP1 GlcNac P
S. pneumoniae -5
NCTC 10319 100 33,68 +7,95 3,4x10
S. aureus Cowan-1 100 42,50 + 10,64 0,00072
S. pyogenes M6 100 33,20 £ 14,51 0,00035

Tab. 31: Einfluss von Peptidoglykan undl-Acetylglukosamin auf die TSP1 vermittelte Assoniatvon
S pneumoniae (NCTC 10319), vonS aureus und von S pyogenes mit HEp-2 Zellen. Relative
Assoziationswerte (in %) der TSP1 vermittelten A&stoon von Gram-positiven Bakterien in An-
bzw. Abwesenheit von 20 pg Peptidoglykan (PG) pfeKtionsansatz. Die Assoziation der Bakterien
mit zellgebundenem TSP1 (3 pg/ml) in Abwesenheit P& wurde als 100% definiert. Die Anzahl
assoziierter Bakterien wurde durch AusplattierenBikterien und Auszahlen der Kolonien ermittelt.
Ein p-Wertvon< 0,05 wurde als signifikant angesehen.

3.5. Analyse der Interaktion zwischen Thrombospondi n-1 und
Wirtszellen

Um den Mechanismus der TSP1 vermittelten Adhéarematew aufzuklaren, sollte der

zellulare Rezeptor fur TSP1 auf den Wirtszellemideziert werden. Es ist bekannt, dass
verschiedene Domanen im TSP1-Molekil eine Intevakiit Oberflachenstrukturen von

Wirtszellen vermitteln. Dazu gehoren Glykosaminéglye, wie z.B. Heparansulfat,

Dermatansulfat und Chondroitinsulfat, sowie auchiseleiedene Integrine. Weiterhin ist
bekannt, dass sowohl Proteoglykane, als auch ineegrine Adharenz von Bakterien an
Wirtszellen vermitteln kénnen (Talay, 2005).

Um eine mogliche Beteiligung der zellularen Integrian dieser Interaktion zu betrachten,

wurde zunachst in der Durchflusszytometrie mit ¥erwendung spezifischer Antikorper
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gepruft, welche Integrine auf HEp-2 Zellen exprirhigerden, d.h. welche Integrine fur eine
Vermittlung der TSP1 vermittelten Adharenz der Fnekiokken an die Wirtszellen zur
Verfugung stehen. Daflir wurden HEp-2 Zellen mit iRdtpern inkubiert, die spezifisch
gegen verschiedene Integrine gerichtet waren. &etesirde nur gegen diejenigen Integrine,
die bekanntermalRen von den zahlreichen Bindungsstélr Integrine im TSP1-Molekul
erkannt werden konnen. In der Durchflusszytomeimierden die an die HEp-2 Zellen
gebundenen Antikdrper mit Hilfe von Alexa 488-markén Sekundarantikorpern detektiert.
Zur Kontrolle wurden die Zellen nur mit dem Fluohoom-gekoppelten Sekundarantikérper
inkubiert und die Hintergrundfluoreszenz gemesgeri. der Oberflache von HEp-2 Zellen
konnten Integrine def;- und derfs-Familie detektiert werdenApb. 40). Vor allem ;-
Integrine wurden in hohem Malf3 auf den HEp-2 Larigaxzinomzellen exprimiert. Von der
Bs-Familie konnte das,fs-Integrin detektiert werden. Dagegen konnten CDg@dptoren,
asPi- und oypPs-Integrine nicht auf der Oberflache von HEp-2 Zelleachgewiesen werden
(Abb. 40).
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Abb. 40: Produktion verschiedener Integrine auf HEp-2 Zellstit Hilfe der Durchflusszytometrie konnten
durch Integrin-spezifische Antikérper und Alexa 4$&koppelte Sekundarantikbrper verschiedene
Integrine auf der Oberflache von HEp-2 Epithelzeliietektiert werden. Reprasentative Histogramme
zeigen die Expression (in GMFI x % Ereignisse, gesea wurden 10 000 Ereignisse) verschiedener
Integrine auf der Oberflache von HEp-2 Zellen. &tev der Peak in den Histogrammen nach rechts
verschoben war, desto mehr des jeweils detektiehtéegrins wurde von den HEp-2 Zellen
exprimiert. Grau unterlegt sind die Histogrammdatkm getesteten Integrine, die Kontrollen mit
Sekundarantikdrper sind weild unterlegt.
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Bei einer Infektion wirde eine Interaktion der pprie@e mit dem TSP1-Molekdl nicht nur in
einer festen Bindung der Bakterien an die Wirtgzelesultieren, sondern auch eine
Internalisierung der Mikroorganismen in die Epithehd Endothelzellen férdern. Um eine
Beteiligung der exprimierten Integrine an der TSRimittelten Bindung an Wirtszellen zu
testen, wurde in Gentamicin-Protektionsversuches lofkterielle Invasion quantifiziert.
Dabei sollte die TSP1 vermittelte Invasion v@rpneumoniae NCTC 1031%ply in HEp-2
Epithelzellen mit blockierenden Antikdrpern, diegga die Integrine gerichtet waren,
inhibiert werden. Die HEp-2 Wirtszellen wurden ndi® pg eines spezifischen Integrin-
blockierenden Antikorpers fur 30 min inkubiert. D&ntikdrper wurde durch mehrmaliges
Waschen der Zellen entfernt und 3 pg TSP1 wurdeohdeine 30-minitige Inkubation vor
der Infektion mit S pneumoniae NCTC 1031@ply auf den HEp-2 Epithelzellen
immobilisiert. Die Ergebnisse zeigten, dass diecBierung der Integrine die TSP1 abhéngige
Invasion in diesen Versuchsansatzen nur in selnggn Mald inhibieren konnte. Immerhin
konnte eine Inhibition der TSP1 vermittelten Inwasmit dem anti, fs-Integrin Antikérper
um 40% erreicht werderAbb. 41). Eine um 30% verminderte TSP1 vermittelte Invasio
durch denoypBs-Integrin spezifischen Antikorper konnte jedochhierklart werden, da das
IntegrinoypPs zuvor auf der Oberflache der HEp-2 Zellen nicheliert werden konnte (vgl.
auchAbb. 40). Somit konnte eine mdgliche Beteiligung der getesteten Integrine an der

TSP1 vermittelten Invasion nicht eindeutig nachgsen werden.
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Abb. 41: Einfluss von Integrin-blockierenden Antikérpern aufie TSP1 vermittelte Invasion von
S pneumoniae NCTC 10319 in HEp-2 Zellen. Die Gentamicin-Proteksversuche wurden in An-
bzw. Abwesenheit von immobilisiertem TSP1 (3 pg/iider 2 h durchgefihrt. Die Anzahl invasiver
Pneumokokken pro Wirtszelle in Abwesenheit von T8RA Antikdrpern wurde als 100% definiert.
Ein p-Wertvon< 0,05 wurde als signifikant (*) angesehen (n.chnsignifikant).
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relative Invasion [%]

anti-Integrin AK unbehandelt TSP1 p
ohne 100 314,17 £9,20
31 274,33 £33,72 0,11960
33 239,43 £40,19 0,03485
avi3s 189,28 + 16,18 0,00031
ainl3s 217,33+31,01 0,00658

Tab. 32: Einfluss von Integrin-blockierenden Antikérpern aufie TSP1 vermittelte Invasion von
S pneumoniae NCTC 10319 in HEp-2 Zellen. Die Inhibitionen edt#n durch eine Prainkubation der
Epithelzellen mit verschiedenen anti-Integrin Abtigern (AK). Die Anzahl invasiver Pneumokokken
pro Wirtszellen ohne TSP1 und ohne Inhibitoren eueads 100% definiert. Die Anzahl invasiver
Bakterien wurde durch Ausplattieren der Bakteriad Auszéhlen der Kolonien ermittelt. EmWert
von < 0,05 wurde als signifikant angesehen.

Die N-terminale Heparinbindungsdoméane von TSP1 inaht nur Bindungsstellen fir

verschiedene Integrine, sondern auch fur zellobemtnlokalisierte Proteoglykane, wie z.B.
Heparansulfat. Eine Bindung an Proteoglykanstrgktuder Wirtszelloberflache ist essentiell
fur die Bindung und Internalisierung des TSP1-Mdlskund ermdglicht dadurch eine
Regulation der Zell-Zell-Adhasion (Elzie and Murpliirich, 2004). Eine mdgliche

Beteiligung von Proteoglykanen an der TSP1 veritetteAdharenz von Pneumokokken an
Wirtszellen wurde untersucht, indem Wirtszellen mdm Enzym Heparitinase behandelt
wurden. Dieses Enzym bewirkt, dass oberflachenisikeale Proteoglykane abgespalten
werden. Die Zahl adharenter Bakterien wurde nadereimmunfluoreszenzfarbung durch

mikroskopisches Auszahlen bestimmt.



3 ERGEBNISSE 86

HEp-2
» 100
T ] unbehandelt
g 80 7 M tsp:
5 60 -
o
< 40 A
m
o
E 20 -
g
% 0
N\
& & L
R Q Q >
& 0\@ SR @@
< < 6\ Q N4
Ny & @ 523’
>

Abb. 42: Einfluss von Proteoglykanen auf die TSP1 vermitédharenz. Inhibition der Adharenz v@&p.
NCTC 1031%ply (Serotyp 35A) an HEp-2 Epithelzellen durch Inkubatider Wirtszellen mit
Heparitinase (Hepase) (10, 50 und 100 mU), bzwchd@tugabe der Proteoglykane Heparin (50 U)
und Heparansulfat (20 U) ins Infektionsmedium. Diektionen wurden in An- bzw. Abwesenheit
von 3 pg/ml immobilisiertem TSP1 Uber 3 h durchbefli Die Zahl adharenter Bakterien pro
Wirtszelle wurde nach einer Immunfluoreszenzfarbumiggroskopisch bestimmt. Einp-Wert von
< 0,05 wurde als signifikant (*) angesehen.

In Infektionsexperimenten mit den humanen HEp-2hgbzellen konnte die TSP1 vermittelte
Adharenz vonSp. NCTC 10319ply durch die Behandlung der Zellen mit Heparitinase
vollstandig reduziert werden. Schon eine Konzelammavon 10 mU Heparitinase fuhrte zu
einer vollstandigen Inhibition der TSP1 vermittaltddhérenz vonS pneumoniae NCTC
10319 an HEp-2 ZellenApb. 42). Die Inhibitionsversuche mit Heparin (50 U) bzw.
Heparansulfat (20 U) im Infektionsansatz zeigterendéhlls, dass die TSP1l vermittelte
Adharenz der Pneumokokken von den ProteoglykanérdeuZelloberflache abhangig ist
(Abb. 42).
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adharente S. pneumoniae pro Wirtszelle

unbehandelt TSP1 p
ohne 40,93 + 3,15 86,38 £ 8,38 0,00024
10 mU Hepase 45,45 +2,19 46,65 + 7,42 0,00096
50 mU Hepase 42,05 +5,30 44,45 + 6,29 0,00060
100 mU Hepase 39,7 £2,83 38,7+2,83 0,00019
50 U Heparin 41,15 + 3,75 38,55 +3,75 0,00021
20 U Heparansulfat 43 + 2,55 43,05+ 1,20 0,00023

Tab. 33: Einfluss von Proteoglykanen auf die TSP1 vermitéddharenz. Anzahl adharenter Bakterien pro
Wirtszelle bei der TSP1 vermittelten Adhdrenz &m NCTC 1031%ply (Serotyp 35A) an HEp-2
Epithelzellen nach Inkubation der Wirtszellen migaritinase (Hepase) (10, 50 und 100 mU), bzw.
in Gegenwart der Proteoglykane Heparin (50 U) ddieparansulfat (20 U). Die Infektionen wurden
in An- bzw. Abwesenheit von 3 pg/ml immobilisierteW5P1 tber 3 h durchgefihrt. Die Zahl
adhéarenter Bakterien pro Wirtszelle wurde nach reimemunfluoreszenzfarbung mikroskopisch
bestimmt. Einp-Wertvon < 0,05 wurde als signifikant angesehen.

Diese Ergebnisse zeigten deutlich, dass die Wihsneeoglykane eine essentielle Funktion
bei der TSP1-geforderten bakteriellen Adhéarenz &nWlirtszellen GUbernehmen. Um die
Beteiligung von Integrinen an dem beschriebenen Hdeismus im Detail aufklaren zu

kénnen, mussen noch weitere Versuche durchgefiditen.

3.6. In bzw. ex vivo Studien zur Rolle von Thrombospondin-1 in
Infektionsmodellen

3.6.1. Ratten Endokarditis/Sepsis-Modell

Thrombospondin-1 wird an Orten von Verletzungerohdsrs stark exprimiert. Dabei ist es
vor allem fur eine Blutplattchenaggregation und wtad fir einen Wundverschluss
verantwortlich. Durchin vitro Bindungsstudien und Infektionsversuche konnte itsesne
bedeutende Rolle fur das TSP1 bei der Infektion @nam-positiven pathogenen und
apathogenen Bakterien aufgezeigt werdarvivo Studien sollten einen ersten Eindruck tber
die physiologische Relevanz des TSP1 im Infektiovegss geben. In einem Ratten-
Endokarditis/Sepsis-Modell wurde die Rolle von T3l einer Infektion mi&. aureus durch
den Einsatz eines TSP1-blockierenden Antikérpersonpklionaler AK, mAB 6.1

Calbiochem) getestet. Dieser Antikdrper konnteirinvitro Infektionsversuchen die TSP1
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vermittelte Adharenz voB. pneumoniae NCTC 10319 und vo&. aureus MA12 um ca. 40%
reduzieren Abb. 37). Im Folgenden wurde eine mdgliche prophylaktiséh@kung des
Antikorpers in einem Ratten Endokarditis/Sepsigtibnsmodell getestet. Daflir wurde in
sechs Ratten jeweils ein Katheter von der Aortdais Herz gelegt und somit eine Verletzung
am Herzen bewirkt. AnschlieRend wurden drei Rattah jeweils 100 pg des anti-TSP1
Antikorpers behandelt, um das von den Thrombozwkn Antwort auf eine Verletzung
sekretierte TSP1 zu blockieren. Alle Ratten wuraeih dem luminiszierender®. aureus
MA12 Stamm Xen 29 infiziert. Nach 24 h wurden Helijz und beide Nieren entfernt,
homogenisiert, das Homogenat ausplattiert und dierde-bildenden Einheiten ausgezahlt.

ohne 100 pg anti-TSP1

Ratte 1 Ratte 2 Ratte 3 Ratte 4 Ratte 5 Ratte 6
Kolonie-bildende Einheiten pro Organ

Herz 3,33 66,67 1116,67 63300,00 26,67 323400,00

Milz 666,67 256,67 1523,33 93693,33 90,00 360200,00
Niere 1 3,33 133,33 333,33 11286,67 633,33 81306,67
Niere 2 750,00 1363,33 5153,33 6340,00 2833,33 225413,33

Blut 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 330,00

Tab. 34: Effekt des anti-TSP1 Antikorpers in einem Ratterd&arditis Modell. Aufgelistet sind die Werte
der Kolonie-bildenden Einheiten pro Organ nach ewstindigen Infektion der Ratten mit dem
S aureus MA12 Stamm Xen 29.

Es konnte gezeigt werden, dass vor allem diejenRggiten, die mit dem Antikdrper behandelt
wurden, eine héhere Vegetation am Herz, in der Mild auch in den Nieren ausbildeten als
die unbehandelten Rattefiab. 34). Es konnte kein prophylaktischer Effekt durch densatz
des anti-TSP1 Antikorpers, wie zuvor in der Zeltkulgezeigt, im Lebendmodell erzielt
werden. Dieses Ergebnis muss in weiteren Versuamé@mer untersucht und dazu der

Versuchsaufbau weiter etabliert werden.

3.6.2. Untersuchungen zur Rolle des humanen Thrombo spondin-1 bei der
Phagozytose @ von  Gram-positiven  Bakterien  durch  prim are
Granulozyten

Zur Untersuchung der Rolle von TSP1 auf die Opshagpzytose durch Granulozyten,
wurden FITC-markiert& pneumoniae NCTC 10319 bzw. FITC-markierte aureus-Stamme
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Cowan-1 und MA12 fur 30 min mit frisch aufgereir@gt Granulozyten in Gegenwart von
aufsteigenden Konzentrationen TSP1 (0-100 pg/ril)brert.
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Abb. 43: Einfluss von TSP1 auf die Opsonophagozytose Sopneumoniae NCTC 10319, vonS. aureus
Cowan-1 und von S aureus M12 durch primare GranulozytenA, TSP1 inhibiert
konzentrationsabhédngig  die  Opsonophagozytose  von rschiedenen Gram-positiven
Mikroorganismen. Die FITC-markierten Bakterien wemdin Gegenwart von aufsteigenden TSP1-
Konzentrationen mit frisch isolierten Granulozyteweier Probanden fiir 30 min inkubiert. Das
Verhaltnis von Bakterien zu Granulozyten im Infekisansatz war 1:200. Die Phagozytose wurde mit
Hilfe der Durchflusszytometrie quantifiziert undsaMFI (mittlere Fluoreszenz-Intensitat) der
Granulozyten-Population dargesteBt. Reprasentative Punktwolkendiagramme der Phagczytos
FITC-markiertenS. pneumoniae NCTC 10319, vonS. aureus Cowan-1 und vorS. aureus MA12
durch Granulozyten (Proband 1) in Anwesenheit vafstaigenden TSP1-Konzentrationen. Kitrl:
Kontrolle, keine Inkubation der Granulozyten miTEFmarkierten Bakterien. SSC: side scatter, Mal3
fur die Granularitat.

Die Phagozytose erfolgte in Gegenwart von TSP1 dienphysiologischen Bedingungen im
menschlichen Wirt méglichst genaw vivo zu simulieren. Im Blut liegt das TSP1 l6slich und
ebenso immobilisiert auf der Oberflache von versdénen Zellen, u.a. auch auf
Effektorzellen der humoralen Immunabwehr vor. Digs@nophagozytose der Bakterien durch
die Granulozyten wurde im Durchflusszytometer asialy (Abb. 43). Die Zugabe von TSP1

zum Phagozytoseansatz resultierte in einer redemiePhagozytose der Bakterien. Die

Opsonophagozytose der getesteten Pneumokokken taphy®kokken wurde durch die
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Zugabe von TSP1 in den Phagozytoseansatz konzensabhangig inhibiert. Mit 100 pg/ml
konnte die Phagozytose bei allen getesteten Stadmmabkazu vollstandig inhibiert werden
(Abb. 43). Diese Ergebnisse zeigten deutlich den durch TSRImittelten anti-

phagozytotischen Effekt au. pneumoniae NCTC 10319, aufS aureus Cowan-1 und auf

S aureus MA12.

TSP1 pg/ml
Ktrl 0 25 50 100
Stamme MFI (Proband 1/ )
S. pneumoniae

NCTC 10319 12,95/ 250,5/ 240,85/ 73/ 28,05/
S. aureus 12,95/ 398,15/ 2352/ 105,3/ 34,2/

Cowan-1

S. aureus

MA12 12,95/ 636,4/ 473,8/ 293,25/ 68,55/

Tab. 35: Einfluss von TSP1 auf die Opsonophagozytose Sopneumoniae NCTC 10319, vonS. aureus
Cowan-1 und vonS. aureus M12 durch Granulozyten. Aufgelistet sind die MHF(mittlere
Fluoreszenzintensitaten, Mittelwerte aus Doppel@rider Granulozyten von Proband 1 (schwarz)
und von Proband 2 (grau), inkubiert mit FITC-martéa S. pneumoniae NCTC 10319,S. aureus
Cowan-1 undS aureus MA12. Ktrl: Kontrolle, keine Inkubation der Gramayten mit FITC-
markierten Bakterien.
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4. Diskussion

Streptococcus pneumoniae ist ein natiurlicher Kommensale des Menschen ursietelt bei
bis zu 60% der Normalbevolkerung asymptomatisch denteren und oberen
Respirationstrakt. Weiterhin stellen die Pneumolerkleinen der wichtigsten Erreger von
Atemwegsinfektionen und lebensbedrohlichen invasivé&rkrankungen dar. Eine
Vorraussetzung fur ein Vordringen der Pneumokokiketiefere Gewebe ist ihre Fahigkeit
die Epithel- bzw. Endothelbarriere zu durchbrecheadurch bekommen sie Zugang zu
submukosalen Strukturen wie auch zum Blut. Dieseg&ioge werden durch die bakterielle
Expression verschiedener Virulenzfaktoren ermdgli€dabei sind vor allem verschiedene
Oberflachenmolekile der Pneumokokken wie Protenterflachenlokalisierte Toxine und
auch Kohlenhydratstrukturen als wichtige Viruleraktoren identifiziert worden. Sie
ermdoglichen durch eine spezifische Interaktion dah verschiedenen Wirtsstrukturen eine
Adhasion an und Invasion in verschiedene Gewebatypeiterhin verfiigen die Erreger tGber
Mechanismen zum Schutz vor dem Immunsystem.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdeasss. pneumoniae und andere Gram-
positive Bakterien wieS aureus, S pyogenes und L. monocytogenes mit dem humanen
matrizellularen Glykoprotein TSP1 interagieren kémn Vor allem am Beispiel von
S. pneumoniae konnte gezeigt werden, dass durch eine Rekrugedes TSP1 eine Adharenz
und Invasion von Gram-positiven Bakterien in hum#figszellen deutlich gesteigert werden
konnte. Dabei wurde das Peptidoglykan als baktesédhasin fur TSP1 identifiziert.

4.1. Bedeutung von Thrombospondin-1 fur die Anheftu ng von
S. pneumoniae an humane Wirtsstrukturen

TSP1 ist ein multifunktionelles und multimeres Qate-bindendes Glykoprotein, welches als
Brickenmolekul in der Zell-Zell-Interaktion, wie @u in der Zell-Matrix-Interaktion eine
bedeutende Rolle spielt. Durch eine Vielzahl an Beem und Bindungsstellen kann es an
verschiedene Wirtsmolekile binden, darunter anifidigen, Fibronektin und andere Proteine
der extrazellularen Matrix (Adams, 2004). TSP1 wwah verschiedenen Zellen gebildet,
wobei den Thrombozyten eine besondere Bedeutun@nmzmt. Durch eine Thrombin-
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Aktivierung der Blutplattchen als Antwort auf eibakterielle Infektion oder als Reaktion auf
Verletzungen kommt es zu einer Sekretion der Iehdkra-Granula der Thrombozyten.
Dabei werden u.a. groRe Mengen an TSP1 freigeskgtjn der normalen Physiologie des
Wirtes vor allem fur eine Aggregation der Blutptéiecn und damit fir einen schnellen
Wundverschlul3 verantwortlich ist. Thrombozyten et Pathogenen eine adhasive
Oberflache auf verletztem Gewebe, welche die Errege Adhérenz und als Vehikel fur
einen Transfer in andere Wirtsbereiche nutzen kdnngufgrund dieser maoglichen
pathogenetischen Bedeutung der Thrombozyten und démstand, dass aktivierte
Blutplattchen grof3e Mengen an TSP1 produzierendevum ersten Teil der Arbeit eine
maogliche Bindung der Pneumokokken an Thrombozytemeraucht. Dabei zeigten
S pneumoniae-Stdmme eine Bindung an Thrombin-aktivierte Blutjgléen. Es konnten
deutliche Unterschiede in der Bindung an Thrombezytwischen unbekapselten, schwach
bekapselten und stark bekapselt8rpneumoniae-Stammen nachgewiesen werden. Das
Pneumokokken-Kapselpolysaccharid hat dabei eingativen Einfluss auf eine bakterielle
Interaktion mit den Thrombozyten. In anderen Studk@nnte bereits eine Bindung von
S aureus an Thrombozyten nach einer Thrombin-Aktivierung r d@lutplattchen
nachgewiesen werden (Niemareh al., 2004). Dabei wurde gezeigt, dass es an der
Thrombozyten-Oberflache zu einer Komplexbildungsohien Fibrin und Thrombospondin-1
kommt. Diesen Komplex kan8 aureus fur eine Adhéasion an die Thrombozyten ausnutzen.
Dadurch wurde ein Modell postuliert, in dem dasorfhospondin-1 nur indirekt an einer
Adhasion der Bakterien an die Thrombozyten beteilsgy. Weiterhin konnte fur die
Matrixmolekule Fibrinogen, Fibronektin und fur dean Willebrand Faktor eine Beteiligung
an der Bindung vof. aureus an Blutplattchen nachgewiesen werden (Fitzgestadtl., 2006).
Auf der Seite der Bakterien wurden fi& aureus verschiedene oberflachenassoziierte
Proteine identifiziert, die eine Bindung an die léttchen vermitteln und deren Aktivierung
stimulieren kénnen. Dabei haben vor allem CIfA/RIUmBPA/B eine besondere Bedeutung.
Diese Proteine kénnen Uber eine Interaktion mierekibronektin- bzw. Fibrinogen-Bricke
an den Thrombozytenoberflachenrezeptor GPIIb/llldén. Auf diese Weise kommt es zu
einer Aktivierung der Blutplattchen und zu einerh@&dion der Mikroorganismen (Fitzgerald
et al., 2006; Heilmanret al., 2004). Die Interaktion vois pneumoniae mit Thrombozyten
wurde auch in der Arbeit von Guckian (Guckian, 19BBstatigt, jedoch waren bisher die
beteiligten Bindungsmolekiile weder auf der Seite Bakterien noch auf der Wirtsseite
bekannt (Fitzgeraldt al., 2006). Eine mogliche Rolle von TSP1 bei dies¢eraktion sollte

daher untersucht werden. Dazu wurden die Baktanigrdem sekretierten Proteiniberstand
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von aktivierten Blutplattchen inkubiert. Mit Hilfeines anti-Thrombospondin-1 Antikorpers,
mit dem das aus dem Proteiniberstand an die Pnelkkek spezifisch gebundene TSP1
nachgewiesen wurde, konnte gezeigt werden, dassTldasnbospondin-1 eine Rolle bei
dieser Interaktion spielt. Eine Rekrutierung de$?T2IurchS. pneumoniae direkt aus dem
Blut kdnnte fur die Bakterien ein wichtiger initalSchritt bei der weiteren Pathogenese sein.
TSP1 kann physiologisch in zwei verschiedenen Form@rliegen. Einerseits als
immobilisierte Form auf der Oberflache von Thromyden und verschiedenen Endothel-
bzw. Epithelzellen. Andererseits kommt es in |dsdic Form im Blut vor. Zur Klarung der
Frage, ob die Pneumokokken direkt an das Thrombwipd binden kdnnen, wurden
verschiedene Bindungsversuche mit Ioslichem undahilisiertem TSP1 durchgefuhrt. Die
Ergebnisse zeigten eine direkte Interaktion Wpneumoniae mit beiden Konformationen
des TSP1. Dabei wurden die Charakteristika eineeper-vermittelten Interaktion erfillt.
Die Bindung war abhangig von der TSP1-Konzentratiowl der Menge der eingesetzten
Mikroorganismen. Dabei zeigten sich wie bei der &slbn der Pneumokokken an
Thrombozyten deutliche Stamm-spezifische Untersighi&tark bekapselte Stamme zeigten
keine oder eine nur sehr geringe Interaktion mdidhem bzw. immobilisiertem TSP1.
Dagegen wurde bei unbekapselten und schwach bdtapsetammen eine signifikante
Interaktion mit den verschiedenen Konformationes @8P1 nachgewiesen. Der Einfluss des
Kapselpolysaccharids wurde in weiteren Versuchen isogenen Kapselmutanten von
verschiedenen Wildtypstammen naher untersucht. Bhelungsstudien zeigten dabei eine
erhohte TSP1-Bindung fir die Kapselmutanten im Yéech zu ihren isogenen
Wildtypstammen. Aufgrund dieser Ergebnisse wurdemutet, dass das Pneumokokken-
Kapselpolysaccharid das oder die potentielle/n dréddte/n Adhasin/e fur TSP1 maskiert.
Eine Assoziation von Bakterien und TSP1 konnte iteereor einigen Jahren mit dem
MikroorganismussS. aureus nachgewiesen werden (Herrmaenal., 1991). Die Bindung
zwischen Bakterien und TSP1 war spezifisch undi@alabhéngig, wurde aber nicht weiter
charakterisiert. In der vorliegenden Arbeit konrgene notwendige Anwesenheit von
Calcium-lonen in Bindungsstudien m& pneumoniae und TSP1 nicht bestatigt werden.
Allerdings wurde bei Herrmanat al. diskutiert, dass nur besonders hohe Konzentmation
von TSP1 zur Verhinderung einer Aggregatbildungc@ah-lonen bendtigen.

Eine Infektion mit Pneumokokken wird vor allem dur&erosole verbreitet und beginnt mit
einer Adhasion des Erregers an mukosale Epithelzeles Nasenrachenraumes. Die
Pneumokokken kénnen im weiteren Verlauf der Infakiin das Mittelohr oder bei Versagen

der verschiedenen Abwehrreaktionen der Schleimhéuwtee Lungenepithelzellen eindringen
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(Boulnois, 1992). Weiterhin kann es zu einem Ultertier Bakterien in das Blut, zu einer
Uberquerung der Blut-Hirn-Schranke (Tuomanetnal., 1985) und zu einer Bakterien-
induzierten Aufnahme in Wirtszellen kommen (Hamrmobkrsidt et al., 2005). Bei all diesen
Infektionsschritten sind verschiedene Adhasine dmif Bakterien- wie auch Rezeptoren auf
der Wirtsseite beteiligt. Der Einfluss von TSP1 da$ Adharenz- und Invasionsverhalten von
S pneumoniae wurde entsprechend der Pathogenese mit verscleedenkaryontischen
Wirtszellen untersucht. In den Infektionsexperineenin der Zellkultur wurden humane
Nasopharynx- (Detroit 562), Lungen- (A549), LaryBgithelzellen (HEp-2) und
Hirnendothelzellen (HBMEC) als Modellzelllinie fdre Blut-Hirn-Schranke eingesetzt.

In den Zellkultur-Experimenten wurde insbesondexefdnktionelle Aspekt der Bindung der
Pneumokokken an TSP1, mit TSP1 als moglichem Brirkdéektl zwischen Pneumokokken
und humanen Wirtszellen, betrachtet. Dabei konate ersten Mal gezeigt werden, dass eine
Anheftung der Pneumokokken an wirtszellgebunden8®1T in einer deutlich erhthten
bakteriellen Adharenz an und Invasion in die Waetlen resultiert. Wie in den
Bindungsversuchen mit verschiedenen TSP1 Konfoomati konnten auch hier eindeutige
Merkmale einer Rezeptor-vermittelten Interaktiorchgewiesen werden. Die Adharenz der
Pneumokokken an die Wirtszellen war abhangig vorr d&P1 Dosis in den
Infektionsexperimenten, von der eingesetzten Medege infizierenden Mikroorganismen,
sowie von der Infektionsdauer. Der Adharenz- unasions-verstarkende Effekt durch TSP1
konnte bei den getesteten Epithelzelllinien Det&@®, A549 und HEp-2, wie auch bei der
getesteten Endothelzelllinie  HBMEC gezeigt werdeinsgesamt verdeutlichen die
Infektionsversuche, dass zellgebundenes TSP1 Sgmeumoniae als Brickenmolekl
genutzt werden kann und eine Adhéarenz und Invasioreukaryontische Wirtszellen
vermittelt. Weiterhin wurde deutlich, dass die TSRé&rmittelte Interaktion zwischen
Pneumokokken und Wirtszellen unabhéngig von derdert eukaryontischen Wirtszelle ist.
Das Kapselpolysaccharid ist ein besonders esdentidtulenzfaktor der Pneumokokken. Es
bietet einen sehr effektiven Schutz vor der Immwedly des Wirtes und wird bei allen
virulenten Stammen exprimiert (AlonsoDeVelasataal., 1995). Zur Charakterisierung der
Anheftung von Pneumokokken an Wirtsstrukturen sobtuch ein Einfluss der Kapsel
beriicksichtigt werden, da diese mdglicherweise @&mgdgmolekile auf der
Bakterienoberflache maskiert. Entsprechend konatbachtet werden, dass die Kapsel eine
Adhasion der Pneumokokken an Epithel- und Endogfielz verhindern kann
(Hammerschmidgt al., 2005). In Infektionsmodellen in der Maus konnezejgt werden,

dass der transparente Phanotyp, den nur wenig Kapgsaccharid umgibt, mukosale
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Oberflachen weitaus erfolgreicher kolonisieren kerals opaque, stark bekapselte Varianten
(Weiseret al., 2001). Durch elektronenmikroskopische Aufnahmenrie illustriert werden,
wie die Pneumokokken wahrend eines Infektionspseresdie Ausbildung der Kapsel
stadienspezifisch modulieren. Dadurch wird kurz gorer Assoziation mit einer Wirtszelle
die Starke der Kapsel verringert und eine Freilggder an einer spezifischen Adharenz
beteiligten bakteriellen Rezeptoren gewahrt (Hansetenidtet al., 2005). Bindungsstudien
mit der loslichen und der immobilisierten Form dESP1 zeigten die unterschiedliche
Bindung der verschiedenen Pneumokokkenstamme afslgisprotein TSP1. Da TSP1 die
Adharenz vonS pneumoniae an Wirtszellen vermittelt, wurde auch die Bedegtutes
bakteriellen Kapselpolysaccharids bei einer TSPimiteelten Adharenz an Wirtszellen
untersucht. Dafur wurden Stdmme mit unterschiedlidiodulation der Kapsel und isogene
Kapselmutanten in der Infektion eingesetzt. Es kemndrastische Unterschiede im
Adharenzverhalten der getestet&npneumoniae-Stamme aufgezeigt werden. Dabei hatte
wiederum die Expression des Kapselpolysaccharids Riteumokokken einen negativen
Einfluss auf die TSP1 vermittelte Adharenz. Somitirde vermutet, dass durch das
Kapselmaterial der Pneumokokken das fur eine TSRdeBg notwendige bakterielle
Adhasin maskiert wird und das zellgebundene TSPt damn Kapselpolysaccharid nicht
interagieren kann. Allerdings muss berucksichtigtden, dass die Kapsel der Bakterien nicht
generell eine Adharenz an Oberflachen verhindént SFaureus konnte gezeigt werden, dass
an einer Kolonisierung von oralen Oberflachen undier Bildung von Biofilmen vor allem
die oberflachenlokalisierten Polysaccharide befedind. Dabei konnen bekapselte Bakterien
u.a. eine adhasive Oberflache fiir andere Baktetgentellen und somit die Biofilm- oder
Plaquebildung begunstigen. Diese Interaktion wirdmz Teil durch Lektin-Ligand
Interaktionen zwischen Wirtszellen und bakterielt@herflachenpolysacchariden vermittelt
(Costertoret al., 1987).

Bei der Vermittlung einer erhdhten Anheftung deetmokokken an Wirtszellen durch TSP1
war die Art und Weise der Prainkubation der Zelteth TSP1 von besonderer Bedeutung.
Eine erhohte Assoziation der Pneumokokken mit demts¥éllen war nur durch eine
Prainkubation der Wirtszellen mit TSP1 und ans@diedem Entfernen des ungebundenen
TSP1 zu erreichen. Dagegen wurde in Anwesenheit uberschissigem TSP1 im
Infektionsansatz die Adharenz der Pneumokokkentgesteigert. Eine Erklarung dafir
konnte sein, dass die Pneumokokken bei Anwesewmbrizusétzlichem, 16slichem TSP1 im
Infektionsansatz zunachst an ungebundenes TSPeErbimdd dadurch die Bindungsstellen

auf ihrer Oberflache fur zellgebundenes TSP1 bele§emit konnte das immobilisierte TSP1
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auf den Wirtszellen nicht mehr als Brickenmolekil fine gesteigerte Adhasion der
Pneumokokken an die Wirtszellen fungieren. Dahed wermutet, dass die 16sliche und die
immobilisierte Form des TSP1 Uber dieselben badteri Oberflachenstrukturen der
Pneumokokken gebunden werden.

Durch die Vielzahl seiner Bindungsstellen kann TSP&n verschiedene
Zelloberflachenrezeptoren binden. Strukturanalydes TSP1 ergaben, dass es sich beim
TSP1-Molekil um ein Trimer mit multiplen Domanembtalt. Es besteht aus einer N- und C-
terminalen globuldaren Domane und aus drei verbiddenSequenzwiederholungsmotiven
Typ 1, 2 und 3 (Lawler and Hynes, 1986). Fiur diesekiedenen Bereiche des TSP1-
Molektls konnten unterschiedliche Rezeptoren fikaeyontische Wirtszellen identifiziert
werden. Dazu gehéren das LRP (low densitiy lipagrotreceptor-related protein),
Proteoglykane, CD 36, CD 47 (IAP-integrin-assodapeotein) und verschiedene Integrine
(Chenet al., 2000). Eine besonders charakteristische Eigeftstba TSP1-Molekiils ist seine
Heparinbindung. Der N-terminale globulére Teil déelekils wird auch als Heparin-
Bindungs-Doméane (TSPN1) bezeichnet, weil vor allémer verschiedene Sequenzen
lokalisiert werden konnten, die eine hohe HepailimdBngsaktivitat zeigen (Elzie and
Murphy-Ullrich, 2004). Es konnte gezeigt werdensslaliese Domane neben der hohen
Affinitat zu Proteoglykanen auch fur die AufnahmesdTSP1-Molekuls in Wirtszellen
verantwortlich ist. Bei ndherer Betrachtung des T-8®lekiils fiel auf, dass sich zwischen
der N-terminalen globuléaren TSPN1-Domane und dendnisations-Stelle eine Verknlpfung
aus ca. 30 Aminosauren befindet. Diese Verknup#hialf eine sehr flexible Struktur dar und
ermdoglicht es dem gesamten TSP1-Molekll verscheed@nentierungen anzunehmen, um
eine Bindung an unterschiedliche Liganden zu erioldgh (Tanet al., 2006). Bei einer
Proteoglykan-Bindung des globularen N-Terminus velimeRest des Molekils somit nutzbar
fur andere Interaktionen, wie z.B. fUr eine Binduag ein bakterielles Adhasin. Fir
verschiedene andere extrazellulare Matrixproteivie,z.B. auch flr multimeres Vitronektin
konnte bereits eine Interaktion mit Glykosaminoglykn tber Heparinbindungsstellen im
Vitronektin-Molekil auf Endothelzellen beobachteterden (Francoiset al., 1999).
Proteoglykane werden auf nahezu allen Epithelzmdity exprimiert. Dabei tragen
Proteoglykane hauptsachlich Heparansulfat-Ketteas Beparansulfat Polysaccharid besteht
aus alternierenden Einheiten von Hexuronsaure unGluRosamin-Einheiten, die an
verschiedenen Positionen mit Sulfatgruppen sulbstitusind und Bindungsstellen fir
Proteinliganden bieten (Kreugeet al., 2006). Weitere wirtsoberflachenlokalisierte

Rezeptoren sind die Integrine. Integrine sind Hetgnere, die aus einer- und einerf-
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Untereinheit aufgebaut sind und die eukaryontistéémembran als Transmembranproteine
durchspannen. Integrine binden verschiedene Peotin extrazellularen Matrix und sind an
Zell-Zell-Interaktionen sowie an verschiedenen 8igaskaden zur Internalisierung von
Bakterien beteiligt (Hauck and Ohlsen, 2006; HynE337). In dieser Arbeit wurde durch
Infektionsexperimente in der Zellkultur ein wiclgigwirtszellularer Rezeptor identifiziert,
der fur die TSP1 vermittelte bakterielle Assoziatmit Wirtszellen verantwortlich ist. Eine
Vorbehandlung der HEp-2 Zellen mit HeparitinasaegeanschlieRende Inkubation der Zellen
mit TSP1 und eine Infektion mi& pneumoniae konnte die TSP1 vermittelte Adharenz
vollstandig auf das Niveau einer TSP1 unabhanghgdimirenz reduzieren. Ebenfalls konnte
eine kompetitive Inkubation der Wirtszellen mit ldep bzw. Heparansulfat und TSP1 die
TSP1 abhangige bakterielle Adharenz stark reduziddée TSP1 abhangige Anheftung der
Pneumokokken an die Wirtszellen wird daher verroltliiber Proteoglykanstrukturen
vermittelt. In anderen Studien konnte bereits ggzeerden, dass Proteoglykane, dabei vor
allem das Heparansulfat, eine Rolle bei der Adiéawem Pneumokokken an nasopharyngeale
Epithelzellen spielen. Heparansulfat konnte dahechl Untersuchungen an der Oberflache
von mukosalen Epithelzellen lokalisiert werden (fiaeret al., 2006). Inhibitionsversuche
mit verschiedenen Integrin blockierenden Antikbrpk&onnten keine eindeutige Beteiligung
der Integrine an der TSP1 vermittelten Adh&arenzlamdsion von Pneumokokken zeigen. Ob
die TSP1 vermittelte Adhérenz der Pneumokken artsélen tatsachlich unabhangig von
Integrinen ist, muss in Inhibitionsexperimenten erabntersucht werden. Dabei kénnte der
Einsatz von siRNAs (small interfering RNAS), diee dixpression relevanter Integrine in den
Wirtszellen reduzieren kdnnen, besonders aufsafdicsssein.

4.2. Die Charakterisierung des bakteriellen Adhasin s fur
Thrombospondin-1

Pathogene Bakterien besitzen eine Reihe von obbditéxponierten Adh&sinen, die an
verschiedene Wirtsmolekile binden und so wahrenereinfektion die Adharenz an
Wirtszellen vermitteln kénnen (Talay, 2005). Einedhdrenz an extrazellulare
Matrixkomponenten wird haufig durch oberflachenladtarte Proteinstrukturen vermittelt,
die allgemein als MSCRAMMSs (microbial surface comeots recognizing adhesive matrix
molecules) bezeichnet werden (Foster and Hook, 19498 eine spezifische Anheftung der
Pneumokokken an Wirtsstrukturen konnten bisherallem bakterielle Proteine identifiziert

werden. Das PavA-Protein der Pneumokokken erkemst ektrazellulare Matrixprotein
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Fibronektin (Prachét al., 2005), die glykolytischen EnzymeEnolase und GAPDH werden
als Plasminogen-Bindungsproteine bezeichnet (Bemgnet al., 2001). Auch die Cholin-
bindenden Proteine SpsA und PspA erkennen versamed/irtskomponenten und vermitteln
dadurch eine bakterielle Kolonisierung verschiedewértsbereiche (Elmet al., 2004;
Hammerschmidet al., 1999). BeiS pneumoniae wurde bisher nur eine Zuckerstruktur, das
Phosphorylcholin, identifiziert, die spezifisch riitirtsrezeptoren interagiert und dadurch zu
einer Kolonisierung von Wirtszellen beitragen kabas Phosphorylcholin ist spezifisch fur
S pneumoniae, in Ausnahmen ist es auch bieisseria spp., beiH. influenzae und bei
Pseudomonaden Bestandteil der Zellwand (Kolbargl., 1997) Das Phosphorylcholin
konnte als bakterielles Adhasin fir den PAF-Rezefpiatelet-activating-factor-receptor)
identifiziert werden (Cundellet al., 1995; Cundellet al., 1995) Dabei wird eine
Internalisierung der Pneumokokken in aktivierte &helzellen durch eine Interaktion
zwischen dem Phosphorylcholin und dem PAF-Rezeptmittelt. Durch strukturelles
Mimikry simuliert das Phosphorylcholin den PAF, kaspezifisch an den Rezeptor binden
und zusammen mit dem Rezeptor internalisiert we(@emdellet al., 1995; Cundelkt al.,
1995). Fur eine Charakterisierung des PneumokoRdrisins fir TSP1 wurde zunéchst
geklart, ob es sich bei dem bakteriellen Adhasineime Protein- oder um eine Zuckerstruktur
handelt. Dafur wurden die Bakterien vor dem Einsatzinfektionsexperimenten in der
Zellkultur mit dem proteolytischen Enzym Pronase bEw. der Zucker oxidierenden
Verbindung Natriumperiodat behandelt. Eine protestye Behandlung der Pneumokokken
reduzierte die TSP1 abhangige Adharenz auf derstgée® Epithelzellen Detroit 562, A549
und HEp-2 bzw. auf der Endothelzelllinie HBMEC ricBEbenfalls konnte die Adharenz der
Pneumokokken in Anwesenheit von zellgebundenem T@&Rth eine Prainkubation der
Bakterien mit einem anti-Pneumokokken Antikérpegyr gdor allem oberflachenlokalisierte
Proteine aber auch Zuckerstrukturen erkennt, mighmtingert werden. Andere Ergebnisse
wurden durch eine Inkubation der Bakterien mit Natperiodat erzielt. Es zeigte sich, dass
durch eine Verédnderung der oberflachenlokalisiefieckerstrukturen vo. pneumoniae die
TSP1 vermittelte Adharenz und Invasion der Pneurkibdio an bzw. in die getesteten
Wirtszellen verhindert werden konnte. Interessaat auch zu beobachten, dass eine TSP1
unabhangige Adharenz und Invasion von Pneumoko&kamd in die Wirtszellen durch eine
Pronase E-Behandlung der Pneumokokken vollstandiduziert werden konnte. Im
Gegensatz dazu wurde die Adhéarenz von Natriumpatibehandelten Bakterien im
Vergleich zu unbehandelten Bakterien in einer T8Rdbhangigen Infektion nicht verringert.

Es ist bekannt, dass die TSP1 unabhangige Adhdarenzyrof3ten Teil Gber Proteinstrukturen
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auf der Oberflache von Pneumokokken vermittelt wivdgegen die Zuckerstrukturen auf der
Bakterienoberflache nur in diesem speziellen Fadl BSP1 vermittelten Adharenz eine Rolle
spielen. Es wurde angenommen, dass es sich bebdki@riellen Adhasin fir TSP1 um eine
Zuckerstruktur handeln musste, deren biologischevAd#t durch die oxidative Behandlung
irreparabel zerstort wurde. Eine Zuckerstruktur lzddterielles Adh&sin erschien zunachst
ungewdhnlich. Diese Annahme wurde jedoch durch &medie unterstitzt, in der die
Interaktion zwischer® aureus und TSP1 untersucht wurde. Dort wurde beschrietbess die
Bindung vonS. aureus an TSP1 nicht sensitiv gegentber Trypsin sei ({Hamn et al., 1991).
Durch Inhibitionsstudien in der Zellkultur wurdeeditir eine TSP1-Bindung verantwortliche
Zuckerstruktur auf der Oberflache der Pneumokokidemtifiziert. Eine Beteiligung der
Kapselpolysaccharide konnte durch die in den Bigdstudien und Infektionsexperimenten
erhaltenen Ergebnisse vorab ausgeschlossen weBagapselte Pneumokokken wiesen in
Bindungsversuchen mit immobilisiertem und I6slich&®P1 eine jeweils stark verringerte
TSP1-Bindungsaktivitat auf. Dagegen zeigten digesen Kapselmutanten in verschiedenen
Versuchen besonders hohe Bindungswerte an das f@Bbtein TSP1l. Offensichtlich
verhindern die Kapselpolysaccharide eher die Ilktema zwischen Pneumokokken und
TSP1, als dass sie einer Bindung foérderlich wak&eitere Zuckerstrukturen der aul3eren
Zellwand der Pneumokokken sind das Peptidoglykan, Teéichon- und Lipoteichonséuren
sowie das Phosphorylcholin. In Infektionsexperireaentwvurde als erstes die Rolle des
Phosphorylcholins in der TSP1 vermittelten Adharesher Bakterien untersucht. Das
Phosphorylcholin wurde ausgewahlt, da es sich dabeieine Pneumokokken-spezifische
Struktur handelt und vor allem nach einem Pneumké&wotspezifischen Adhasin fur TSP1
gesucht wurde. Weiterhin wurde es ausgewahlt, deeitbegezeigt wurde, dass das
Phosphorylcholin durch die Interaktion mit dem PREzeptor eine Kolonisierung der
Pneumokokken an Wirtsstrukturen vermitteln kannn@&il et al., 1995; Cundellet al.,
1995). Durch die Kultivierung der Bakterien in Cinelreiem Medium und anschlieBender
Infektion in Abwesenheit bzw. in Anwesenheit vorlgebundenem TSP1 wurde die TSP1
vermittelte Adharenz der Pneumokokken an Epithigaehicht negativ beeinflusst. Durch
eine Behandlung der Pneumokokken mit rekombinaPiesphorylcholin-Esterase bzw. mit
einem anti-Phosphorylcholin Antikérper konnte dieéSPIL vermittelte Adhérenz der
Pneumokokken an die Wirtszellen ebenfalls nichturestt werden. Dabei wurde die
bakterielle Adhérenz im Vergleich zu unbehandeReeumokokken sogar leicht erhéht. Die
rekombinante Phosphorylcholin-Esterase wurde voirdeibation mit den Pneumokokken in

einem kolorimetrischen Test auf ihre Enzymaktiviggtestet. Eine Farbreaktion durch



4 DIKUSSON 101

Zugabe des Substratep-Nitrophenyl-Phosphorylcholin bestéatigte die Aktéti des
rekombinanten Enzyms. Eine aktive PhosphorylchBBterase moduliert die Menge an
Phosphorylcholin  auf der Pneumokokkenzellwand, nmdesie die endstéandigen
Phosphorylcholine von den Teichonsauren entferrardGet al., 2005). Die Ergebnisse
zeigten, dass das Phosphorylcholin der Pneumokdkéime Adharenz vermittelnde Rolle im
TSP1 abhangigen Infektionsprozess spielt. Die deh@dkdhérenz der Pneumokokken in
Anwesenheit von wirtszellgebundenem TSP1 kénnteedahksultieren, dass durch eine
Entfernung des Phosphorylcholins eventuell diesfiie TSP1-Bindung relevanten Strukturen
auf der Bakterienseite freigelegt werden. Nachdeas dPhosphorylcholin nicht als
Pneumokokken-Adhasin fur TSP1 in Frage kam, musstiéer nach der fur eine TSP1-
Bindung verantwortlichen Glykostruktur gesucht werd Durch Experimente in der
Zellkultur wurden Lipoteichonsauren (LTAs), Pepttikan (PG) und die beiden
Zuckereinheiten des  PeptidoglykansN-Acetylglukosamin  (Glblac) und N-
Acetylmuraminsaure (MiNac) als potenzielle Inhibitoren der TSP1 vermigteliAdharenz
der Pneumokokken an HEp-2 Zellen getestet. Teichon- Lipoteichonsauren haben einen
bedeutenden Einfluss auf eine Vielzahl biologischérozesse, wie z.B. auf
Adhéasionsprozesse, auf die Ausbildung von Biofilmend auf die Stimulation einer
Immunantwort (Kovacset al., 2006). Es muss bericksichtigt werden, dass die
Lipoteichonsauren vo8. aureus eine vollkommen andere Struktur als die der Pnéuakicen
besitzen. Das Polyglycerolphoshat-Riickgrat dert8fagokken LTAs ist beB. pneumoniae
durch ein Pentamer sich wiederholender Einheiteatebend aus Ribitol und einem
Tetrasaccharid ersetzt. Ein weiterer Unterschiesdele im Gehalt an reduzierten Phosphaten
der Pneumokokken LTAs gegentb®raureus LTAs. Die LTA-Strukturen vonS. aureus
tragenN-Acetyl-D-Glukosamin- und-Alanin-Anhange, wogegen die Pneumokokken LTAs
mit Phosphorylcholin undN-Acetyl-D-Galaktosamin substituiert sind (Draimgal., 2006).
Durch den Einsatz der Lipoteichonsauren @raureus und der Lipoteichonséuren von
S pneumoniae als Inhibitoren konnte jeweils keine Inhibition rd@SP1 vermittelten
Adharenz der Pneumokokken an HEp-2 Zellen errewbtden. Anschlielend wurde
l6sliches, aufgereinigtes Peptidoglykan vBnaureus als Inhibitor der TSP1 abhangigen
bakteriellen Adharenz eingesetzt. Erstaunlicherevesigte Peptidoglykan schon in geringen
Konzentrationen einen deutlich inhibierenden Eff@kt die Adharenz voB. pneumoniae an
HEp-2 Wirtszellen in Gegenwart von zellgebundenenSPI. Dieser Effekt war
konzentrationsabhangig und konnte mit 30 pg/mliBegtykan nahezu auf das Niveau einer

bakteriellen Adharenz in Abwesenheit von TSP1 redttizverden, die 16 (Konzentration
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eines Inhibitors, die eine 50%ige Hemmung bewitk bei 20 pg/ml. Eine der beiden
Zuckerkomponenten des Peptidoglykans, dsdsAcetylglukosamin, konnte in hoher
Konzentration ebenfalls die TSP1 abhangige Adhareom S. pneumoniae signifikant
reduzieren. Im Gegensatz dazu zeigte WeAcetylmuraminsaure Kkeine signifikante
Reduktion der TSP1 vermittelten Adharenz. Eine ifisehe Bindung zwischen TSP1 und
Peptidoglykan konnte in einem Bindungsversuch, aam d ausschliel3lich beide
Interaktionspartner beteiligt waren, zusatzlichtéggt werden. In diesem Versuch konnte die
Interaktion zwischen dem Glykoprotein TSP1 undiéi®m Peptidoglykan ohne zusatzliche
Einflusse der Bakterien- bzw. der Wirtszellen naskigsen werden. Dieses Ergebnis schliel3t
aus, dass andere Komponenten der Bakterienobegflzeh Vermittlung einer Bindung der
Pneumokokken an TSP1 notwendig sind. Weiterhin Wwadiesen, dass die Interaktion der
beiden Komponenten direkt und nicht indirekt istur€h die Untersuchungen im zellfreien
System konnte weiterhin gezeigt werden, dass daptid@glykan nicht nur an
wirtszellimmobilisiertes, sondern auch an Polystyiramobilisiertes TSP1 binden kann. Die
konzentrationsabhangige, in einer Sattigung resehide Bindung des Peptidoglykans an das
immobilisierte TSP1 zeigt typische Charakteristiéimer spezifischen Interaktion. Durch
diese Ergebnisse konnte das Peptidoglykan eindelsigbakterielles Adhasin fur TSP1
identifiziert und erstmalig Uberhaupt als Adhasteesanittelnde Struktur von Bakterien fur
Wirtskomponenten beschrieben werden.

Peptidoglykan ist ein sehr komplexes Makromolekeit Hakteriellen Zellwand. Es ist aus
einem Gerist der beiden Zuckereinheité#\cetylglukosamin undN-Acetylmuraminsaure
aufgebaut. Die endgulltige Komplexitdt wird durch e diZusammensetzung der
quervernetzenden Peptide erreicht, die von SpeziesSpezies variieren kénnen. Das
angeborene Immunsystem kann Mikroorganismen miteHierschiedener PRRs (pattern-
recognition receptor) erkennen. PRRs sind Schlirsdekile des angeborenen
Immunsystems. Sie kdnnen auf der Oberflache voriswéllen oder intrazelluléar vorliegen
bzw. als Antwort auf eine bakterielle Infektion sstiert werden. Anhand verschiedener hoch
konservierter Pathogen-assoziierter molekularen téfudPAMPS) werden Pathogene von
PRRs identifiziert und von eigenen Strukturen sukieden. PRRs, die mit einer
Immunantwort gegen Pneumokokken in Verbindung gdtiraverden, sind das C-reaktive
Protein (CRP) (Volanakis and Kaplan, 1971), Mitdée der Toll-like-Rezeptor Familie
(TLR) (Hanet al., 2003; Yoshimurat al., 1999), das LBP (Webet al., 2003), der CD14-
Rezeptor (Haret al., 2003) und verschiedene NOD- (nucleotide-binditigoonerization
domain) Proteine (Opitet al., 2004). Das Peptidoglykan von Gram-positiven unmdn@
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negativen Bakterien wird zur Familie der PAMPs dpiz&s wird als ein besonders starkes
biologisches Effektormolekll beschrieben, ahnliemdEndotoxin LPS (Lipopolysaccharid)
von Gram-negativen Bakterien (Myhret al., 2006). Die Lipoteichonséduren von
S pneumoniae werden durch den TLR2 erkannt (Yoshimetaal., 1999; Yoshimuraet al.,
2000). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass daB {Bopolysaccharide-binding-protein)
wahrend einer Immunantwort die Zellwand der Pneuwkk&n als inflammatorische
Komponente erkennt (Webet al., 2003). Als Immunantwort auslésende Molekile des
Peptidoglykans gelten vor allem verschiedene Mystge. Dabei wurde das Muramyl-
Dipeptid (MDP) als Minimalstruktur mit immunstimutaischer Wirkung identifiziert
(Dziarski and Gupta, 2005). Die Zytosol-lokalisearteukaryontischen Rezeptoren NOD1 und
NOD2 erkennen das MDP von Gram-positiven und voan@snegativen Bakterien bzw. die
Diaminopimelinsaure (DAP) Gram-negativer Bakterigfeiterhin sind verschiedene andere
Peptidoglykan erkennende Proteine in den GranutaG@nulozyten lokalisiert. Diese sind
an der Prozessierung von phagozytierten Baktem¢eillyt (Lu et al., 2006). Das bakterielle
Peptidoglykan erkennt das Glykoprotein TSP1 selrsahneinlich Uber einen anderen Weg,
als Uber den flir bakterizide Proteine beschrieb&techanismus. In Inhibitionsexperimenten
in der Zellkultur wurde das MDP und das Park’s okl (UDP-MuNac-Pentapeptid), ein
Zwischenprodukt bei der Peptidoglykan-Biosynthesef eine maogliche inhibitorische
Wirkung bei der TSP1 vermittelten Adharenz der Pmekokken an HEp-2 Zellen getestet.
Dabei zeigte die Gegenwart von MDP und dem Parkiklédtid im Infektionsansatz keine
Reduktion der TSP1 vermittelten Adharenz. Bereitse dErgebnisse mit N-
Acetylmuraminsaure belegen, dass die Muramyl-Etehebei der untersuchten Interaktion
zwischen Pneumokokken und TSP1 keine Rolle spi&asN-Acetylglukosamin hat fir den
beschriebenen Mechanismus wahrscheinlich eine gréBedeutung. Der inhibitorische
Effekt des Glblac ist allerdings deutlich schwacher als der dessaméen
Peptidoglykanmolekuls. Die kg fur GlcNac liegt bei 2400 pg/ml (10 mM), wobei mit
l6slichem Peptidoglykan eine 50%ige Inhibition stchait ca. 20 pg/ml zu erreichen war.
Daher wurde vermutet, dass die Adh&sion der Pneokkek an TSP1 nicht nur in
Zusammenhang mit dem Zucker @&c, sondern eher mit der Gesamtstruktur des
Peptidoglykans steht. Um die kleinste Struktur iepttioglykan zu identifizieren, die fur
eine Interaktion mit dem TSP1-Molekul verantwotilist, missen weitere Untersuchungen
mit dem Einsatz synthetischer Peptidoglykanfragme@macht werden. Weiterhin kénnten
dadurch eventuell stérende Einflisse von restliclaptideinheiten des aufgereinigten

Peptidoglykans vermieden werden. Der Mechanismuslrderaktion zwischen TSP1 und
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Peptidoglykan war vergleichbar bereits fir eineedaktion zwischen dem Mannose-binding
Lektin (MBL) und Peptidoglykan beschrieben wordeNadesalingamet al., 2005).
Nadesalinganet al. postulieren, dass das MBL durch seine C-Typ LekRiimanen an die
GlcNac-Einheit des Peptidoglykans bindet. Allerdingsrdem in Inhibitionsexperimenten
vergleichbar hohe GMac-Konzentrationen (20 mM) wie in der vorliegendebeit (10 mM-
100 mM) eingesetzt. MBL bindet sowohl die |sliohe auch die nicht-l6sliche Form des
Peptidoglykans. Bei der Interaktion von TSP1 undptideglykan konnten dagegen
Unterschiede zwischen der inhibitorischen Wirkurnigee Peptidoglykan-Suspension und
l6slichem Peptidoglykan nachgewiesen werden. MitudgOnl l6slichem Peptidoglykan
konnte eine 90%ige Inhibition der TSP1 vermittelfetharenz der Pneumokokken an HEp-2
Epithelzellen erreicht werden. Mit einer Suspensison 40 pg/ml nicht geléstem
Peptidoglykan konnte ebenfalls eine signifikantkibition, allerdings nur um 60% erreicht

werden.

4.3. Peptidoglykan als  Thrombospondin-1-Adhésin  Gra  m-
positiver Bakterien

Das Peptidoglykan ist nicht nur Hauptbestandteil Zidlwand von Pneumokokken, sondern
es ist eine Hauptstrukturkomponente von Bakterien Allgemeinen. Daher wurde im
nachsten Schritt untersucht, ob das zellgebunde®B1Tals Brickenmolekil fir eine
Anheftung an Wirtsstrukturen von verschiedenen dxadten Spezies genutzt werden kann.
In Bindungsstudien mit I6slichem und immobilisienteTSP1 zeigte sich ein grof3er
Unterschied im Bindungsverhalten zwischen den au8gken Gram-positiven und Gram-
negativen Bakterien. Gram-positive pathogene Bakiewie S aureus, S pyogenes und

L. monocytogenes zeigten eine Interaktion mit beiden Konformatiordss TSP1. Auffallig
war, dass die Listeria jeweils die geringste, abee dennoch signifikante Bindung an TSP1
zeigten. Bei den getesteten Gram-negativen Baktene N. meningitidis, H. influenzae,

E. coli undL. pneumophila konnte in Studien mit I6slichem und immobilisient&d SP1 keine
Interaktion mit dem Glykoprotein nachgewiesen wardi Infektionsversuchen in der
Zellkultur konnte entsprechend gezeigt werden, di#sgetesteten Gram-positiven Spezies,
ebenso wie die Pneumokokken, zellgebundenes TSHriatkenmolekdl fur eine gesteigerte
Anheftung an eukaryontische Wirtszellen nutzen leiniwWeiterhin wurde deutlich, dass die
Rekrutierung von TSP1 kein Mechanismus ist, der vam pathogenen Erregern genutzt

werden kann. Apathogene Gram-positive Bakterien,e vBtaphylococcus carnosus,
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Bacillus subtilis und Streptococcus mutans konnten das auf den Wirtszellen immobilisierte
TSP1 ebenfalls fir eine gesteigerte Assoziatiodiareukaryontischen Zellen nutzen. Da flr
alle getesteten Gram-positiven Bakterien, unabluggwngn ihrer Pathogenitat, eine Interaktion
mit TSP1 nachgewiesen werden konnte, wurde angerommdass es sich bei der
beschriebenen Interaktion um einen fir Gram-pasitiBakterien allgemeingultigen
Mechanismus handeln konnte. Unterstitzt wurde digsenahme durch weitere
Untersuchungen mit Gram-positiven Mikroorganismé&ne TSP1 vermittelte bakterielle
Assoziation ist ebenso wie bei den Pneumokokkenbhéragig von Proteinstrukturen.
Ebenfalls kann wie beiS pneumoniae die Bindung an zellgebundenes TSP1 durch
Peptidoglykan signifikant inhibiert werden. DurcendEinsatz vorN-Acetylglukosamin als
Inhibitor wurde eine Inhibition der TSP1 abhangigdssoziation verschiedener Gram-
positiver Bakterien an eukaryontische Epithelzellemeicht. Demnach konnte deutlich
gemacht werden, dass es sich bei der Interaktiogetesteten Gram-positiven Bakterien mit
TSP1 um denselben Mechanismus handelt, der inrdéebeit bereits fir die Pneumokokken
beschrieben wurde.

Ein Unterschied zwischen Gram-positiven und Graugatigen Bakterien besteht vor allem
im Aufbau der ZellwandAbb. 44). Gram-positive Bakterien besitzen ein dickes 280am)
Peptidoglykan-Gerust, welches als Hauptstrukturkamepte der Zellwand die Bakterienzelle
umgibt. In die Zellwand verankert sind Teichonsaumder Lipoteichonsauren. Gram-
negative Bakterien enthalten neben einer sehr dirfBenm) Peptidoglykanschicht eine
zuséatzliche Schicht aus Polysacchariden, Proteinad Phospholipiden. Lipide und
Polysaccharidstrukturen bilden die fiur die Gramaieg Zellwand spezifischen
Lipopolysaccharide (LPS), die duRere Membran danGnegativen Bakterien (Vollmer and
Holtje, 2004).
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Gram-positive Gram-negative
Zellwand Zellwand

aulRere Membran —

<—— Periplasma 4

Zytoplasma
Zytoplasma-
membran

<—— Peptidoglykan 7

Abb. 44: Ubersicht tiber die Zellwandstruktur von Gram-pesiti und Gram-negativen Bakterien. Gram-
positive Bakterien besitzen eine dicke oberflackpoaierte Peptidoglykanschicht. Gram-negative
Bakterien besitzen dagegen ein dinnes Peptidoghgtawerk mit einer zusatzlichen &ul3eren
Membran bestehend aus Lipopolysacchariden. GramtiwegBakterien kdnnen im Gegensatz zu
Gram-positiven Mikroorganismen zellgebundenes T&Etit erkennen.

Weitere bedeutende Unterschiede zwischen Gramipasiund Gram-negativen Bakterien
bestehen in der Zusammensetzung der Peptide indBglykan. Die meisten Gram-positiven
Bakterien haben eine positiv geladene L-Lysin Amsdénre an Position 3 der
quervernetzenden Peptide. Bei allen Gram-negatBakterien und bei wenigen Gram-
positiven Bakterien wie z.B. bei den Gattunggsteria und Bacillus, besteht die 3. Position
aus einer negativ geladenerDiaminopimelinsdurent-DAP). Beimm-DAP-Typ erfolgt die
Peptidquervernetzung untereinander zwischen derndgnuppe desm-DAP und der
Carboxylgruppe des terminalen D-Alanins (D-Ala)eder, 1988). Beim Lysin-Typ werden
die Peptidketten untereinander durch eine Peptaltleriquervernetzt, bei der die Art und
Anzahl der ,Brickenaminosduren” von Spezies zu Bgezariiert. BeiS aureus besteht die
Verbindung aus einer Pentaglycinbriicke zwischernys-und dem terminalen D-Ala (Royet
and Dziarski, 2007)Abb. 45). Bei S pneumoniae und S. pyogenes vernetzt eine Dialanin-
Brucke die PeptideinheiterApb. 3) (Kovacset al., 2006; Navarre and Schneewind, 1999).
Im unterschiedlichen Zellwandaufbau von Gram-pesiti und Gram-negativen Bakterien
kann eine Erklarung fir den Unterschied in der glédit TSP1 zu binden gefunden werden.
Bei den Gram-positiven Bakterien liegt die dicke r®laschicht exponiert an der
Bakterienoberflache und kann TSP1 binden. Im Gegensdazu ist die dinne
Peptidoglykanschicht der Gram-negativen Bakteriesn wder &uf’eren Membran mit
Lipoteichonsauren umgeben und kann somit vom TSéHt arreicht und damit nicht erkannt

werden. Die Zusammensetzung der quervernetzendptid®escheint keine Rolle bei der
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Vermittlung einer bakteriellen Interaktion mit TSBa spielen. Durch Infektionsversuche in
der Zellkultur mit verschiedenen Stammen wurdetladn) dass der L-Lys-Typ S aureus,

S pneumoniae und S. pyogenes) dabei ebenso vom TSP1 Protein erkannt wird wienae
DAP-Typ (L. monocytogenes und B. subtilis). Auffallig war, dass die Listerien jeweils die
geringsten Bindungswerte an l6sliches und immabitiss, wie auch an zellgebundenes
TSP1 aufweisen konnten. Die Listerien gehdren daeiDAP-Peptidoglykan-Typ an und
haben somit eine zusatzliche negative Ladung aufiaigeren Zellwand, im Gegensatz zu den
Bakterien des L-Lys-Typs. Allerdings scheinen dadlungsunterschiede nicht der Grund fur
eine geringere Bindung an TSP1 zu seinBdsubtilis ebenfalls demm-DAP-Typ angehort
und keine verringerte TSP1 vermittelte Assoziati@m HEp-2 Epithelzellen in
Infektionsversuchen in der Zellkultur zeigte. Diedrigen Bindungswerte fir die Listerien

konnen demnach nicht durch Ladungsunterschiederizellwand erklart werden.

m-DAP-Typ Peptidoglykan L-Lys-Typ Peptidoglykan
OH OH
¥ r,
4 OH { OH
Yo—2—0 Yo-x21—9
T e X !
HO = O, HO g0
1\ITH O " IT]H O -2,
| L | !
€O HC(CH;) HH CO  HO(CH) MH
| - |
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L I —n L I —n
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Abb. 45: Unterschiede im Zellwandaufbau zwischen demDAP Peptidoglykan Typ und dem L-Lys
Peptidoglykan Typ. Beimm-DAP-Typ erfolgt die Quervernetzung der Peptidketvischen der
Aminogruppe desn-DAP und der Carboxylgruppe des N-terminalen D-AlanBeim L-Lys-Typ
werden die Peptidketten durch eine Pentaglycintelickuervernetzt. Die Unterschiede im

Zellwandaufbau zwischen beiden Peptidoglykan-Typemd rot eingerahmt (Royet and Dziarski,
2007).
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4.4. Ein putatives LysM-Motiv im Thrombospondin-1 k  6nnte an
der Bindung von bakteriellem Peptidoglykan beteilig t sein

Ein moglicher Kandidat fur die Peptidoglykan-erkende Sequenz im TSP1-Molekl ist eine
LysM-Motiv enthaltene Doméne. Die LysM-Domane igt @eit verbreitetes Proteinmotiv
und wurde urspringlich in Zellwand-degradierendeaktériellen Enzymen identifiziert.
Inzwischen wurden LysM-Motive auch in eukaryonteehProteinen gefunden. Es wird
angenommen, dass es sich dabei um ein allgemeem&&ylykan-bindendes Motiv handelt
(Bateman and Bycroft, 2000).

A) B)
Intimin (E. coli) 1gG binding protein A (S. aureus)
939 524
NH, E%:’COOH NH, :BﬂCOOH
| [ T [ [ I
240 250 260 390 400 410
A NKYPYYSGSK SLTAWIKQSS Y VTESINTGKV LYAFYQKPEL
- YXXXXGXX =L == ------ Y XXX- - -XGXX L ---------
C)
Y027 (M. tuberculosis) TSP1
456 1170
NH, E@:’com NH, :%:’COOH
[ I I I | I N
40 50 60 1030 1040 1050
L DSLGPIFSEL RDTGRELLEL K IMADSGPIYD KTYAG GRLGL
R YXXX - - GXXL--- | eeeeeo-- YX X - - XXGXX - L

Abb. 46: Aminosduresequenzanalyse von verschiedenen LysNiNtagenden Proteinen. Die LysM-
Konsensus-Sequenz ist rot gefarbt. Eine C-termi8atpuenz im TSP1 ahnelt den LysM-Motiven der
dargestellten Proteine.

Die LysM-Konsensus Sequenz ist YXXXXGXXHyd, wobes asich bei Hyd um eine
hydrophobe Aminosdure handelt (Turnet al., 2004). In Abb.46 wurden die
Aminosauresequenzen von verschiedenen prokarybetis€roteinen in Hinblick auf das
LysM-Motiv verglichen. Bei den Proteinen A, B undHandelt es sich um reprasentative
Proteine, die das LysM-Motiv beinhalten. Das LysMiM befindet sich zumeist am C- oder
N-Terminus des jeweiligen Proteins (Bateman andr@t,c2000). Dartber hinaus sind auch
Proteine bekannt, die nicht nur ein, sondern zvdar arei LysM-Motive enthalten, wobei
dem Motiv in dreifacher Ausfihrung die hochste RiEglykanbindungsaktivitat
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zugeschrieben werden konnte (Stestnal., 2005). Am C-Terminus des TSP1-Molekils
konnte durch einen Vergleich der Aminosauresequeibzier LysM-Konsensus Sequenz ein
Motiv ausgemacht werden, welches den bereits biebamen LysM-Motiven anderer
Proteine sehr ahnelt. Da das TSP1-Molekil unteveraiBedingungen als Trimer vorkommt,
wirde das LysM-Motiv entsprechend dreimal vorkomm®meser Umstand koénnte die
Bindung von TSP1 an Peptidoglykan letztlich beessen. Eine Analyse im Emini-Plot,
welcher die Oberflachenwahrscheinlichkeit von Hmotemanen berechnet, zeigte eine
deutliche Lokalisierung des LysM-Motivs im TSP1der Oberflache des Proteins, so dass es
als Bindungsdomaéne fir Peptidoglykan in Frage komki@nnte. Um aber eine tatsachliche
Aussage Uber die Rolle des putativen LysM-Motivsdar TSP1 vermittelten bakteriellen
Adharenz machen zu kdnnen, muissten noch weitererslihungen mit rekombinanten

TSP1-Fragmenten durchgefuhrt werden.

45. In bzw. ex vivo Studien zur Aufklarung der Rolle von
Thrombospondin-1 im Infektionsprozess

Thrombospondin-1 konnte als Brickenmolekil fur ®fiermittlung einer Anheftung von
S pneumoniae und anderen Gram-positiven Bakterien an Wirtsstimgh identifiziert werden.
Dabei wurden Bindungsstudien und Infektionsversudheher ausschliel3lichin vitro
durchgeflihrt. Diese Studien belegen eine wichtigekkon flr das Glykoprotein TSP1 in der
Kolonisierung. Einen ersten Hinweis darauf, dass @&P1 auchn vivo essentiell fir die
Pathogenese vaA pneumoniae und anderen Gram-positiven Bakterien sein korigkerten
bereits die Inkubationen der Mikroorganismen mitmamem Plasma. Die Plasma-
Inkubationsversuche zeigten, dass TSP1 pneumoniae aus dem Plasma rekrutiert
werden kann. Jaffet al. (1982) konnten das TSP1 als ein endogenes Lektmaher
Thrombozyten identifizieren. Die Lektin-Aktivitdied TSP1 ist wichtig fur eine Aggregation
der Blutplattchen und vermittelt eine Bindung arezdfische Rezeptoren auf anderen
Thrombozyten (Jaffest al., 1982). Ein weiteres Plasma-Lektin ist das Man#imedende
Lektin (MBL). Es wird in die Familie der Collektineingruppiert, die in ihrer Struktur
Lektindomanen und eine kollagen-ahnliche Regionvaigen. Aufgrund einer Kohlenhydrat-
erkennenden Domane (carbohydrate recognition dgmaird das MBL zu den C-Typ
Lektinen gezahlt. MBL gehdrt zu den Effektormolekiilder angeborenen Immunabwehr, als
Akutphaseprotein und PRR sorgt es fur die Anlaggrwon Komplementfaktoren auf
relevanten Oberflachen (Domme#t al., 2006; Gadjevaet al., 2004) und |6st die
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Komplementkaskade aus. Mikroorganismen kénnen flarauon Immunzellen erkannt und
phagozytiert werden. Dabei erkennt MBL vor allemsediedene Kohlenhydrateinheiten auf
der Oberflache von Mikroorganismen. MBL liegt imr@a haufig in einem Komplex mit
verschiedenen MASPs (MBL-associated serine prosg@aser. Dieser Komplex aktiviert
durch eine Spaltung der Komplementfaktoren C4 un@d G@en Lektin-Weg des
Komplementsystems (Brouwet al., 2006). Ahnlich wie in der vorliegenden Arbeit,rkae
fur das MBL eine Bindung an bakterielles Peptidegly und dabei an dieN-
Acetylglukosamin-Einheit nachgewiesen werden (Nalilegamet al., 2005). Dabei konnte
ebenfalls beobachtet werden, dass vor allem Gragithg® Bakterien mit dem MBL-Protein
interagieren konnen. Die meisten Gram-negativerlatsozeigten in der Studie keine
Interaktion mit MBL (Nethet al., 2000). Die Erkennungsmechanismen fur Mikroorgaeis
scheinen bei TSP1 und MBL sehr @hnlich zu sein.Afklarung der Rolle des TSP1 in der
Opsonophagozytose wurden Versuche mit frisch ideheGranulozyten un8. pneumoniae
bzw. S aureus in Gegenwart von TSP1 durchgefuhrt. Dabei konitte deutlich reduzierte
Phagozytose der getesteten Mikroorganismen in Aemest von TSP1 nachgewiesen
werden. Die Opsonophagozytose der Mikroorganismardevin Abhangigkeit der TSP1-
Konzentration bei allen getesteten Mikroorganisni@mbiert. Durch die Interaktion mit
TSP1 konnen sich die Bakterien demnach vor eineig®tytose durch Effektorzellen des
Immunsystems schiitzen. Phagozytose-Studien mit MBigten einen entgegengesetzten
Effekt. Mit ansteigender Menge von MBL-MASP (0-5 /m$) konnte eine erhohte
Phagozytose in Neutrophile beobachtet werden (Beth, 2002) Es ist bekannt, dass MBL,
als C-Typ Lektin, eine spezifische ErkennungsdomtimePeptidoglykan besitzt und eine
Immunantwort gegen Peptidoglykan modulieren kanay@R and Dziarski, 2007). Studien
mit dendritischen Zellen zeigten, dass TSP1 aushRaaktion auf apoptotische Zellen
gebildet werden kann. Dabei wurde ein Modell pasttjlin dem das TSP1 an die Oberflache
von unreifen dendritischen Zellen oder anderengssibnell phagozytierenden Zellen binden
kann. Die apoptotische Zelle bindet Gber TSP1 alsclBnmolekil an die phagozytierende
Zelle und induziert damit ihre Phagozytose. TSRinkidber LRP, CD36y,3 oder andere fir
phagozytierende Zellen spezifische Rezeptoren wiglld, CD18 odera,s z.B. an
dendritische oder andere professionell phagozytde&ellen binden (Krispiet al., 2006).

In der Zukunft kdnnte in zusatzlichem vivo Studien die Relevanz des vorgestellten
Infektionsmechanismus uberpriuft werden. In diesdreA wurde bereits ein erster Versuch
durchgefuhrt, um dien vivo Relevanz fur TSP1 im Sepsis-Infektionsverlauf Waureus

naher zu untersuchen. Daflir wurde bei Ratten ethdfer von der Aorta ins Herz gelegt und
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dadurch eine Verletzung am Herzen induziert. Dieysgilogische Antwort auf eine
Verletzung ist die Aktivierung der Thrombozyten uathe Sekretion der Proteine der
Granula, wobei TSP1 das mengenmalig haufigsteirdée Granula ist. In verschiedenen
Studien konnte bereits die Relevanz verschiedemeoriibozyten-assoziierter Proteine in
einem infektiosen Endokarditis-Modell m& aureus aufgezeigt werderfDhawanet al.,
1998; Kupferwasseet al., 2002; Peerschket al., 2006; Scheldet al., 1978). In der
vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob ein al8P1T Antikorper eine prophylaktische
Wirkung auf eine bakterielle Infektion hat. Daflurde der Antikérper Uber den Katheter in
die Herzregion dreier Ratten gegeben, andere Rditemben unbehandelt Die TSP1
Antikorper behandelten bzw. unbehandelten KonfRaltten wurden anschlielBend mit dem
S aureus MA12-Stamm Xen 29 infiziert. Uberraschenderweiségte die Auswertung des
Versuchs eine deutlich gesteigerte bakterielle é&2#8hg von Organen der Ratten, die
prophylaktisch mit dem TSP1 Antikdrper behandeltrama Diese Ergebnisse stehen im
Gegensatz zu einer Studie, in der dhevivo Relevanz eines Thrombozyten-Proteins, dem
gC1gR/p33 Protein, in einem Ratten-Endokarditiss&eplodell getestet wurde (Peerscleke
al., 2006). Durch den Einsatz verschiedener Antikbmpegen funktionelle Domanen des
gC1gR/p33 Proteins konnte eine Reduktion der Végetasron S. aureus vor allem am
Herzen der Ratten erreicht werden. Vergleichbagelrisse wurden auch fir den Einsatz
des anti-TSP1 Antikorpers in dieser Arbeit erwaretvorversuchen in der Zellkultur konnte
eine Reduktion der TSP1 vermittelten bakteriellerdhd&enz an Wirtszellen bei
S pneumoniae NCTC10319 unds. aureus Cowan-1 beobachtet werden. Es konnte allerdings
auch beobachtet werden, dass der anti-TSP1 An#gkoip hohen Konzentrationen
(1:50/1:100) eine Aggregation der Bakterien und itlaaime verstarkte Assoziation an die
Wirtszellen ausloste (Daten nicht gezeigt). Ein&l&ung fir die hohe Organlast der mit
Antikdrper behandelten Ratten kdnnte eine Aggregaties Antikdrpers mit den Bakterien
gewesen sein. Eine Unterstitzung dieser Annahmeigammunblot, bei dem der anti-TSP1
Antikorper mit dem Bakterienlysat d&saureus Cowan-1- bzw. des MA12-Stammes positiv
reagierte. Durch den Einsatz von rekombinanten T&éftiden oder Antikérpern gegen
TSP1-Fragmente muss weiterhin nach der funktiondlleméne im TSP1-Molekil gesucht
werden, die eine Bindung der Pathogene an die Stiuisturen vermittelt. Vor allem ein
rekombinantes TSP1-Peptid, dem die potenzielle itReglykan-bindende LysM-Domane
fehlt, koénnte wichtige Informationen fir die Chamisierung der TSP1-Bakterien-
Interaktion liefern. Aufgrund der beschriebenengatheingultigkeit der TSP1 vermittelten

Adharenz flir Gram-positive Bakterien muss berud¢kgit werden, dass der beschriebene
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Infektionsweg nicht vorrangig eine Bedeutung beetinokokkeninfektionen haben muss.
Mdglicherweise konnte dieser Mechanismus besondesistig flr klassische Sepsis- oder
Endokarditis-Erreger wie Staphylokokken und versdbhe Streptokokkenarten sein.
Allerdings deutet eine Untersuchung mit einer TS&fbck-out Maus, die hauptsachlich
Abnormalitaten verschiedener Lungenfunktionen eckelie, an, dass TSP1 fur eine
Aufrechterhaltung der Hamostase in der Lunge va3gr Bedeutung ist (Lawlest al.,

1998). Daher besteht die Mdglichkeit, dass TSP1 Sqgmeumoniae, als einem Erreger des

unteren und oberen Respirationstraktes, fir einerfsierung des Lungengewebes genutzt

werden kann.
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5. Material

5.1. Verwendete Bakterienstamme
5.1.1. S. pneumoniae Wildtyp-Stamme
Stamm Quelle Genotyp
P37 NCTC 10319 Wildtyp
P51 ATCC 11733 Wildtyp
P 173 (R800) Laborstamm  Wildtyp
P 165 (D39) Laborstamm  Wildtyp
P 261 (TIGR4) klin. Isolat Wildtyp
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Tab. 36: Verwendetes. pneumoniae-Stammecps: Kapselpolysaccharid

5.1.2. S.pneumoniae Mutanten

Stamm Wildtyp Genotyp
PN 65 NCTC 10319 pJDC@db
PN 111 D39 (P 165) Acps

PN 107 TIGR4 (P 262\cps

Tab. 37: Verwendetes. pneumoniae Mutanten

5.1.3. Andere Stdmme

Stamm Genotyp
Sreptococcus pyogenes Wildtyp
Sreptococcus mutans UA159 Wildtyp
Sapylococcus aureus Cowan-1 Wildtyp
Saphyl ococcus aureus MA12 Wildtyp
Stapylococcus aurues Xen 29

Stapylococcus epidermidis Wildtyp
Saphyloccus carnosus Wildtyp
Listeria monocytogenes Wildtyp

Serotyp Referenz
35A (Pradctital., 2005)
2 (Hammerschmétlal., 2005)
Acps (Hammerschmidét al., 2005)
2 (Hammerschratdtl ., 2005)
4 (Tettelat al., 2001)
Resistenz Referenz
ernf (Prachiet al., 2005)
kand diese Arbeit
kand (Pearceet al., 2002)
Serotyp Referenz/Quelle
M6 (Molinari, 1998)
(Clarke, 1924)
(Herrmann, 1991)
Knut Ohlsen
Knut Ohlsen
Knut Ohlsen
TM300 Knut Ohlsen
1/2a (Bubertt al., 1999)
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Stamm Genotyp Serotyp Referenz

Legionella pneumophila (Corby) Wildtyp 1 (Jepragt al., 1985)
Neisseria meningitidis (MC58) Wildtyp Serogruppe B (Unkmest al., 2002)
N.m. MC58 AsiaD AsiaD (Unkmeiret al., 2002)
Haemophilus influenzae (RD) Acps Acps (Wilcox, 1975)
Escherichia coli 536 WT 06:K15:H31 (Bergeret al., 1982)
Bacillus subtilis 168 WT kein Knut Ohlsen

Tab. 38: Verwendete Bakterienstdmme verschiedener Gattungen

5.2. Nahrmedien und Kulturbedingungen

5.2.1. Nahrmedien und Kulturbedingungen flr Strepto kokken

Zur Kultivierung von Streptokokken wurden die Staenaus -80°C Glycerin-Stammkulturen
auf Blutagarplatten ausgestrichen. Fur die Anzwamt S. pneumoniae und S pyogenes in
Flissigkultur wurde standardgemal? das THY-Mediumod@FHewitt-Medium  mit
Hefeextrakt) benutzt. Weiterhin wurd@ pneumoniae in CD-Medium (Chemisch-definiertes
Medium) oder in dem semisynthetischen KomplettmadiZpHS8 kultiviert.

Nahrmedien und Platten Zusammensetzung

Blutagarplatten (Oxoid) 23 g Pepton, 5 gNd@ g Agar, 65 ml Hammelblut,
pH 7,4

THY-Medium 36,4 g THB (Todd-Hewitt-Medignpro Liter HO,
0,5% Hefeextrakt, autoklaviert

CpH8-Medium 800 ml PreC,26 ml Supplement, 20 ml 0,1%
Glutamin, 20ml  Adams I, 10 mi 2%

Natriumpyruvat, 30 ml Phosphatpuffer (pH 8,0),

18 ml 5% Hefeextrakt, autoklaviert

Zusammensetzung der Einzellésungen siehe 5.2.1.1
CD-Medium Zusammensetzung der Lésungen sigh&.3

Tab. 39: Néhrmedien fur die Anzucht vdh pneumoniae, S pyogenes und S. mutans
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CpH8-Medium: Zusammensetzung der Einzelldsungen

Pre C:

Supplement:

Adams llI;

Phosphatpuffer:

1,208 g Natrium-Acetat, 5 g Caseinhydrdly$amg
L-Tryptophan, 5 mg L-Cystein
pro Liter HO bidest., pH 7,5 mit NaOH

60 ml ,3 in 1* Salze, 120 ml Gluko2® @6), 6 ml
Saccharose (50 %), 120 ml Adenosin (2 mg/ml),
120 ml Uridin (2 mg/ml)
160 ml Adams |, 40 ml Adams I, 2 g Lsparagin,
400 mg Cholin-HCI, 17 mg Cagl

947 mLKPGO, (1M), 53 ml KHPQ, (1M), pH 8,0

CpH8-Medium: Die Einzelkomponenten:

Adams [:

Adams II:

»3in 1“-Salze:

0,15mg Biotin, 150 mg Nikotinsaure, 17§
Pyridoxin-HCI, 600 mg Ca-Pantothenat, 160 mg
Thiamin-HCI, 70 mg Riboflavin pro Liter } bidest.

500 mg FeSOx 7 H,O, 500 mg CuSOx 5 H0,
500 mg ZnS@x 7 HO, 200 mg MnG x 4 H0O,
10 ml HCI konz. pro Liter KD bidest.

100 g MgGlx 6 H0O, 500 mg CaGJ 3,3 mg MnSQ
x 4 H,O pro Liter HO bidest.

CD-Medium: Zusammensetzung der Losungen und ihre Bizelkomponenten

Losung

LOsung la

L6sung 1b

Ldsung 2
(Aminosauren,
Applichem)

Komponenten

FeS{x 7 H,O
Fe(NQ), x 9 H,0O
MgSQ x 7 HO

L-Asparagin
L-Aspartat

Endkonzentration Stock
[mg/1]

5 10 x

1 10 x

700 10 x

5 10 x

200 10 x

1000 10 x
100 1000 x
100 1000 x
100 125 x
100 50 x

50 500 x
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LOsung

Ldsung 2
(Fortsetzung)

Lésung 3
(Vitamine)

Ldsung 4
LOsung 5

Ldsung 6a
Ldsung 6b
Ldsung 6¢
Lésung 6d
Ldsung 6e

Losung 7

Komponenten

L-Glutamat

L-Glutamin
Glycin
L-Histidin
L-Isoleucin
L-Leucin
L-Methionin
L-Phenylalanin
L-Prolin
Hydroxy-L-prolin
L-Serin
L-Threonin
L-Tryptophan
L-Tyrosin
L-Valin
p-Aminobenzoeséure
Biotin
Folsaure
Niacinamid
NAD

Panthothenat Calcium Salz

Pyridoxal

Pyridoxamin Dihydrochlorid

Riboflavin
Thiamin Hydrochlorid
Vitamin B12
Glukose
Adenin
Guanin Hydrochlorid
Uracil
CaGIix 6 H,O
NagHs0, x 3 H,0
L-Cystein
NaHC©
NakPO, x H,O
NaHPQO,
Cholin-HCI

Endkonzentration

[mg/l]

100
200
100
100
100
100
100
100
100
100
100
200
100
100
100
0,2
0,2
0,8
1
2,5

10000
20
20

20
10
4500

50

2500

3195

7350
20

Tab. 40: Zusammensetzung der Lésungen fir das CD-Medium
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Stock

100 x
125 x
1000 x
400 x
300 x
200 x
400 x
250 x
1000 x
1000 x
1000 x
450 x
500 x
500 x
500 x
20 x
20 x
20 x
20 x
20 x
20 x
20 x
20 x
20 x
20 x
20 x
10 x
10 x
10 x
10 x
100 x
50 x
100 x
25 x
10 x
10 x
100 x
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5.2.2. Nahrmedien und Kulturbedingungen fir S. aureus, S. epidermidis und
S. carnosus

Zur Kultivierung vonS aureus, S. epidermidis und S carnosus wurden die Stdmme aus der
-80°C Glycerin-Stammkultur auf BHI-Agar-Platten é#r-Heart-Infusion) oder auf MKP-

Agar-Platten (Mannit-Kochsalz-Pepton) ausgestrictiéim die Anzucht von Staphylokokken
in Flussigkultur wurde standardmafig das BHI-Medhanutzt.

Nahrmedien Zusammensetzung

BHI-Medium 37 g BHI-Medium (Becton Dickinson) ptater H,O
bidest., autoklaviert

BHI-Agar 31,5 BHI-Agar (Becton Dickinson) pro 6é@ H,O
bidest.

MKP-Agar 10 g Pepton, 1 g Fleischextrakt, 75 g NaCl, 10 g D-
Mannit, 15 g Agar, 0,025 g Phenolrot, pro LiteOH
bidest.

Tab. 41: Nahrmedien fiir die Anzucht vdh aureus, S. epidermidis undS. carnosus

5.2.3. N&hrmedien und Kulturbedingungen fir L. monocytogenes, E. coli und
B. subtilis

Zur Kultivierung vonL. monocytogenes, E. coli und B. subtilis wurden die Stamme aus der
-80°C Glycerin-Stammkultur auf LB-Agar-Platten (lax#Bertani) ausgestrichen. Fir die

Anzucht der Stdamme in Flissigkultur wurde stanchgifdig das LB-Medium benutzt.

Nahrmedien und Platten Zusammensetzung

LB-Medium 10 g Trypton, 10 g NaCl, 5 g Hefeextragro Liter
H,O bidest, pH 7,4 mit 5N NaOH eingestellt,
autoklaviert

LB-Agar-Platten 11 LB-Medium, 15 g Bacto-Agar

Tab. 42: Néhrmedien fur die Anzucht vdn monocytogenes, E. coli undB. subtilis

5.2.4. Nahrmedien und Kulturbedingungen fir L. pneumophila

Zur Kultivierung und Anzucht voh. pneumophila wurde der Stamm aus der -80°C Glycerin-

Stammkultur auf Aktivkohle-Agar-Platten ausgesteich
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Nahrmedien Zusammensetzung
Aktivkohle-Agar-Platten 3 g Aktivkohle, 9 g Hefdeakt, 13 g Agar-Agar, pro
Liter H,O bidest.

Tab. 43: Néhrmedium fir die Anzucht vdn pneumophila

5.2.5. N&hrmedien und Kulturbedingungen fur H. influenzae

Zur Kultivierung vonH. influenzae wurde der Stamm aus der -80°C Glycerin-Stammkultur
auf BHI-Agar-Platten mit speziellen Zusatzen ausgd®en. Fir die Anzucht des Stammes in

Flissigkultur wurde BHI-Medium mit Zusatzen benutzt

Nahrmedien Zusammensetzung

BHI-Medium mit Zusatzen 37 g BHI-Medium (Bectonckinson) pro Liter HO
bidest., autoklaviert, 1:50 Haemin (steril), 1:1000
NAD (steril) (beides von Applichem)

BHI-Agar mit Zuséatzen 31,5 g BHI-Agar (Becton Ditckon) pro 600 ml kD
bidest., 1:50 Haemin (steril), 1:1000 NAD (steril)
(beides von Applichem)

Tab. 44: Nahrmedien fir die Anzucht vad#. influenzae

5.2.6. Nahrmedien fir N. meningitidis

Zur Kultivierung und Anzucht voil. meningitidis wurde der Stamm aus der -80°C Glycerin-

Stammbkultur auf GC-Platten ausgestrichen.

Nahrmedien und Platten Zusammensetzung

GC-Agar-Platten 36 g GC-Agar pro Liter ,® bidest., 10 ml
IsovitaleX™ (Becton Dickinson)

Tab. 45:; Platten fir die Anzucht voN. meningitidis
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5.3.  Verwendete Zelllinien

5.3.1. Epithelzelllinien

Epithelzelllinien Quelle

HEp-2 ATCC CCL-23, aus epidermoidem Kehlkopfkaonm
A549 ATQILL-185, humane Lungen-Karzinom Zelllinie
Detroit 562 ATCC CCL-138, humane Pharynx-Karzindefilinie

Tab. 46: Verwendete Epithelzelllinien

5.3.2. Endothelzelllinie

Endothelzelllinie Quelle

HBMEC Kwang S. Kim (John Hopkins University SchadMedicine,
Baltimore, Maryland), human-brain-derived microetiadial cells,
entnommen bei Gehirnbiobsie bei einem an Epilegdimankten
Patienten

Tab. 47: Verwendete Endothelzelllinie

5.4. Zellkulturmedien und Kulturbedingungen

Fur die Zelllinien A549, HEp-2, Detroit 562 und HEE wurde mit Medien der Firma PAA
gearbeitet. Diese Medien enthielten ein isotonischgepuffertes Grundmedium mit

anorganischen Salzen, Nahrstoffen und Aminosauren.

5.4.1. Kultivierung der humanen Epithelzelllinien H  Ep-2 und A549

HEp-2 und A549 Zellen wurden in Dulbecco’s Modifiedgle Medium (DMEM) mit 10%
FBS (Fetal Bovine Serum "Gold", PAA), 2 mM Glutan{irAA), 0,1 mg/ml Streptomycin
und mit 100 Units/ml Penicillin kultiviert. Die Zéhien wurden fir maximal 15 Passagen

subkultiviert.
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5.4.2. Kultivierung der humanen Epithelzelllinie De  troit 562

Detroit 562 Zellen wurden in RPMI-1640 Medium mid% FBS, 1% Natriumpyruvat,
0,1 mg/ml Streptomycin und mit 100 Units/ml Petigilkultiviert. Die Zelllinie wurde far

maximal 10 Passagen subkultiviert.

5.4.3. Kultivierung der humanen Endothelzellinie H  BMEC

HBMEC Zellen wurden in RPMI 1640 Medium mit 10% FB®% NU-Serum (PAA)2 mM
L-Glutamin (PAA), 0,1 mM MEM nicht-essentiellen Anusauren (PAA), 1% MEM-
Vitaminen (PAA),1 mM Natriumpyruvat (PAA), 0,1 mg/ml Streptomycindu100 Units/ml
Penicillin kultiviert. Die Zelllinie wurde fir marial 10 Passagen subkultiviert.

5.4.4. Zusatze zu den Zellkulturmedien

Einfriermedium 1 ml DMEM (PAA), 100 ul FBS, 100 pMSO

FBS Fetal Bovine Serum "Gold" (PAA)
Penicillin/Streptomycin 0,1 mg/ml Streptomycin, 100its/ml Penicillin (PAA)
Trypsin/EDTA 5 mg/ml Trypsin, 2,2 mg/ml EDTA (PAA)

Accutase (PAA)

5.5. Antikérper

Bezeichnung eingesetzte Verdinnung Quelle/Lretur

Alexa Fluor 488 Ziege-anti-Kaninchen 1gG 1:260 olhtec

Alexa Fluor 488 Ziege-anti-Maus 1gG 1:300 Meloit

Alexa Fluor 568 Ziege-anti-Kaninchen IgG 1:350 ollitec

Kaninchen-ant& pneumoniae 1:100 Eurogentec
(generiert gegen SP139 und SP51) IgG

Maus-anti-TSP1 (A 6.1) 1:400 Calbiochem

Maus-anti-Phosphorylcholin (TEPC15) 1:200 Sigma

Ziege-anti-Maus Peroxidase gekoppelt 1:5000 kstadmmuno

Schwein-anti-Kaninchen Peroxidase gekoppelt 1:5000 Dako

Maus-anti-Integrirl (MAB 1959) 1:100 Chemicon
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Bezeichnung eingesetzte Verdinnung

Maus-anti-Integriruv (MAB 1980) 1:100
Maus-anti-Integrirulib/B3 (A2A9/6) 1:100
Maus-anti-Integrir3 (MAB 2023Z2) 1:100
Kaninchen-ant& pneumoniae-Enolase- Serum 1:200
Ziege-anti-Faktor H 1:2000
Maus-antiS. mutans-Peptidoglykan IgG 1:50
Maus-anti CD42a PE-gekoppelt, anti-human 0,75 ug/m

Tab. 48: Verwendete Antikdrper und ihre eingesetzte Verdingnu

5.6. Plasmide und Vektoren
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Quelle/Latur

Chemicon

Santa Cruz

Chemicon
Bergmaatial., 2001
Chemicon
Serotec

Exalpha

Vektor/Plasmid Selektionsbedingungen Quelle/Literaur
pGEM-T-Easy amp (100 pg/ml) Invitrogen

pJDC9 erm (5 ug/ml) (Chen and Morrison, 1988)
pQE30 amp (100 pg/ml) Qiagen

Tab. 49: Verwendete Plasmide und Vektoren und ihre Selekkiedingungen

5.7. Reagenzien

5.7.1. Antibiotika

Antibiotikum Konzentration Konzentration

E. coli in pg/mi S. pneumoniae in pg/ml
Ampicillin 100 100
Kanamycin 50 200
Erythromycin 250 5
Tetracyclin 10 10
Spectinomycin 100 50
Chloramphenicol 50 8

10 000 Units rififur die Zellkultur
10 mg mifiir die Zellkultur

Penicillin
Streptomycin

Tab. 50: Verwendete Antibiotika und ihre eingesetzten Konzgionen

Ldsun gsmittel

HO dest.
4@ dest.

70% Ethanol
Methanol

-B dest.

100% Ethanol
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5.7.2. Restriktionsendonukleasen

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden der Firma New England Biolabs
(NEB) bezogen.

Restriktionsendonuklease Schnittstelle

BamH| G|GATCC
Hindlll A|AGCTT

Tab. 51: Verwendete Restriktionsendonukleasen und ihre 8stellen

5.7.3. Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Riilgigma bezogen.

Name Ta (°C) Sequenz (5’ - 3))

dexBR 62 5 — GGATGATAATGGCTATGATATTGC — 3’

aliAR, 68,4 5 — CAAGGTAGGTTGATGGATCGGC - 3

dex19F revers 67,8 5'— GCTCTCGTCCCATTGCATAGG - 3’

Pcel forward 76 5 — GGATCCAAGAAAGTTCAGGAAATAAAATCC - 3’
Pce2revers 74 5 — AAGCTTTCATAGAACCATCAACATCC - 3

Tab. 52: Verwendete Oligonukleotide. Erkennungssequenzen von Restriktionsendonukleasémd s
unterstrichenT 5 bezeichnet die Annealing-Temperatur bei der PCR.

5.7.4. Molekularbiologische Kits

Name Firma

Abi Sequenzing Prism™ Ready Reaction Kit Appldsystems
Dig Oligonucleotide 3"-End Labeling and Detectioih K Roche
pGEM’-T-Easy-Vektor System Promega
QIAGEN Purification Kits Qiagen

QIAGEN genomic DNA Kit Qiagen

QIAGEN Plasmid Midi Kit Qiagen

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen

QIAquick PCR-Purifcation Kit Qiagen

Peglab Kits Peglab

E.Z.N.A® Gel Extraction Kit
E.Z.N.A® Plasmid-Miniprep Kit II

Tab. 53: Verwendete molekularbiologische Kits
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5.7.5. DNA-GroRenstandard

DNA-GroRenstandard DNA-Fragmente in bp Firma

AHindlll-Marker 23130, 9416, 6557, 4361, NEB
2322, 2027, 564

Smart Ladder 10000, 8000, 6000, 5000, Euregén

4000, 3000, 2500, 2000,
1500, 1000, 800, 600, 400, 200
1 KB-Ladder 10000, 8000, 6000, 5000, MBI
4000, 3500, 3000, 2500,
2000, 1500, 1000, 750, 500, 250
Hindlll-Marker Dig markiert 23130, 9416, 6557, 43@B22, Roche
2027, 564

Tab. 54: DNA-GroRenstandards

5.7.6. Protein-GroRenstandard

Als GroRRenstandard diente ein Molekulargewichtsidesh mit vorgefarbten Eichproteinen
von NEB. Die Proteine wurden bei 200 V fur ca. aufgetrennt. Nach der Elektrophorese
wurde das Sammelgel vom Trenngel abgetrennt, dasngel konnte angefarbt werden oder

direkt fur einen Immunblot verwendet werden.

Vorgefarbter Proteinstandard, 6-175 kDa von NEB:

== — 175 kDa
-= — 83kDa
== — 62 kDa
w= — 475kDa

== — 325kDa

s — 25kDa
s — 16,5kDa
— — 6,5 kDa

Abb. 47: Vorgefarbter Proteinstandard von NEB (aus Datehitat New England Biolabs)
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5.7.7. Puffer und Losungen

LOsung

Citratpuffer
DIF-Fixierungslosung

6 x DNA Probenpuffer
Ethidiumbromid-Loésung
FACS-Fixierungslosung
Glukose-Puffer

IPTG-Stock
KGB-10 x-Puffer

Natriumcarbonatpuffer

PBS

PBS/EDTA
PBST
Phosphatpuffer
20 x SSC

50 x TAE

TBS

TBS/CI

Trichloressigsaure (100%)
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Zusammensetzung

0,106 M Na-Citratd 11 HO
3,7% PFAin 1 x PBS,
25% Bromphenolblau, 25% Xylgannol, 15% Ficoll
100 pl EtBr Stock, 200 rektd HO
2% PFA, 1% FBS in 1x PBS,#
30 mM Na-Citrat, 200 mM NaCl, 3 mMCK9,6 mM
D-Glukose, pH 6,5
1 MIPTG in dest.-H,
1M Kaliumglutamat, 0,25 M Tris-Acetat pH 7,6, O
Magnesiumacetat, 5% BSA, 0,04% 2-Mercaptoethanol

(5 mM)

10ml 0,1 mol/l  Na-carbonat9O ml 0,1 mol/l Na-
hydrogencarbonat

37 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 80 mM MO, 1,8 M KHPO,
adll,pH 7,4

10 mM PBS, 2 mM EDTA, ph 7,5

PBS mit 0,05% Twe%rPhosphatpuffer 0,05M, pH 7,4
0,05 M Phosphatpuffer

3 M NacCl, 0,3 M Na-Citrat, pH 7,0

2 M Tris, 0,6 M EDTA, 0,57% Eisessig

10 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, pH 7,3

10 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 2 mM CaCpH 7,3

500 g Trichloressigsa22& ml dH0

Tab. 55: Allgemeine Puffer und Lésungen

Puffer

SDS-Page-Probenpuffer

8 x SDS-Page-Laufpuffer

Zusammensetzung

25% 0,5M Tris-HCI, pH6,8%2Glycerin, 5% SDS, 5%
Bromphenolblaulésung, 10% 2-Mercaptoethanol
120 mM Tris, 0,96 M Glydnb% SDS

Tab. 56: Puffer und Lésungen fir die SDS-Polyacrylamidgétetgphorese
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Ldsung Zusammensetzung

Coomassie

Coomassie-Farbeldsung 50% Methanol, 5,8% EisessRffo0 Coomassie Brilliant
Blue™

Coomassie-Entfarber 40% Methanol, 10% Eisessig

Kolloidal Coomassie

Loésung I: Blue Stocklésung 5 g Coomassie BrilliBhte™ G-250
100 ml dest. K0

Losung Il: Dye Stocklosung 50 g Ammoniumsulfat,mP85% Phosphorsaure ad 490 ml
dest. HO, 10 ml Lésung |

L6sung lll: Farbeldsung 200 ml Lésung 11, 50 mh&mol

Tab. 57: Puffer und Lésungen fur Protein-Farbungen

Puffer Zusammensetzung
Transfer-Puffer 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20%eManol
Chloronaphthol-Farber eine 4-Chloro-1-Naphthol €#bl (Sigma) in 10 ml Methanol

Tab. 58: Puffer und Lésungen fur das Western Blot-Verfahren

Puffer Zusammensetzung

Puffer B1 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM EDTA, pH (8, 0,5%
Tweer?, 0,5 % Triton X-100

Puffer B2 3 M Guanidin HCI, 20% Twe&n

Puffer QBT 750 mM NaCl, 50 mM MOPS, pH 7,0, 15%opropanol
0,15% Triton-X-100

Puffer QC 1 M NacCl, 50 mM MOPS, pH 7,0, 15% Ismgganol

Puffer QF 1,25 M NacCl, 50 mM Tris-HCI, pH 8% Isopropanol

Tab. 59: Puffer und Lésungen fur die Isolierung chromosomBIEA ausS. pneumoniae

Puffer Zusammensetzung

Lésung 1 50 mM Glukose, 25 mM Tris-HCI, pH 810,mM EDTA
Losung 2 0,2 N NaOH, 1% SDS

Losung 3 7,5 M Ammonium-Acetat

Tab. 60: Puffer und Lésungen fur die Isolierung chromosomBISA auskE. coli
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Puffer Zusammensetzung

Losung A 0,25 M HCI

Lésung B 1,5 M NacCl, 0,5 M NaOH

Lésung C 1,5 M NacCl, 0,5 M Tris-HCI, pH 5,1

Tab. 61: Puffer und Lésungen fur das Southern Blot-Verfahren

Puffer Zusammensetzung

High-SDS-Puffer 7% SDS, 50% Formamid, 5 x SSCmB0O NaPQ, pH 7,0,
0,1% N-Laurylsarcosin , 2% Blockreagenz (Roche)

Maleinsaure-Puffer 0,1 M Maleinséure, 0,15 M Ng®l 7,5

Waschpuffer 0,1 M Maleinséaure, 0,15 M NaCl, pB, D,3% Tweef

Absattigungspuffer Maleinsaure-Puffer, 1% Blockeragenz (Boehringer)

Detektionspuffer 0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NaCl, b

Tab. 62: Puffer und Lésungen fur die DNA-DNA Hybridisierung

Sammelgel Trenngel

4% 10% 12%
dest. HO 2,5ml 3,0ml 2,5ml
Acrylamid/Bisacrylamid (30%) 20,5 ml 2,5 mi 310
Tris-HCL 1,5M, pH 8,8 1,9ml 1,9 ml
Tris-HCL 0,5M, pH 6,8 1,0 mi
10% SDS 40 pl 75 pl 75 pl
APS (10%) 20 pl 40 pl 40 pl
TEMED 4 ul 4 pl 4 pl

Tab. 63: Puffer und Lésungen fur SDS-Polyacrylamidgele
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5.8. Zellwandkomponenten

Bezeichnung Beschreibung

l6sliches Peptidoglykan (sPG) isoliert edisaureus WT, bzw. S aureusAlgt, wasserléslich,
Pool aus G50 Sephad&Chromatographie, erhalten von
U. Zahringer (Borstel) 1mg/ml in d&@ (Rosenthal and
Dziarski, 1994)

Park’s Nukleotid isoliert aus. coli (UDP-MurNac-Pentapeptid), wasserltslich,
AS-Sequenz: UDP-MurNac-Ala-D-isoGlum-DAP-D-Ala-D-
Ala, erhalten von W. Vollmermg/ml in dHO

Wandteichonsauren (WTA) isoliert a@saureus, wasserloslich, erhalten von T. Hartung,
(Konstanz), Img/ml in dO (Drainget al., 2006)
Peptidoglykan-Fraktionen 4-6 verschiedene Elutierektionen von sPG aus G50

SephadeX'-Chromatographie, wasserléslich, unterscheiden
sich in ihrer molekularen GroR3e, erhalten von Smiora,
1Img/ml in dHO (Inamuraet al., 2006)

Peptidoglykan-Suspension (PG) isoliert aB8s aureus WT, nicht wasserloslich, (Sigma)
1mg/ml in dHO

Muramyl-Dipeptid (MDP) AS-Sequenz: MurNaeAla-D-isoGlu, wasserl6slich, (Sigma)
Img/ml in dHO

N-Acetylglukosamin (GlcNac) wasserléslich (Sigma)

N-Acetylmuraminsaure (MurNac) wasserloslich (Sigma)

Tab. 64: Verwendete Zellwandkomponenten
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0. Methoden

6.1. Kultivierung von Bakterien

6.1.1. Kaultivierung von Streptokokken

Die Streptokokken wurden auf Blutagarplatten, fa#iorderlich mit entsprechendem
Antibiotikazusatz, bei 37°C Uber Nacht kultivieHY-Flissigkulturen wurden mit einer
ODgoo Von 0,05-0,08 von den Blutagarplatten angeimpii. Rultivierung der Flissigkulturen
erfolgte bei 37°C und 5% GQm Brutschrank bis zu einer Qg von 0,35-0,45.

6.1.2. Kultivierung von Staphylokokken und Listerie n

Die verschiedenen Staphylokokken- und Listerien¥&t& wurden auf BHI-Platten kultiviert.
Fur die Ubernachtkulturen wurden 10 ml BHI-Mediunit iner Kolonie beimpft und tber
Nacht bei 37°C mit 200-250 rpm (rotations per megeschuttelt.

6.1.3. Kultivierung von H. influenzae

H. influenzae wurde auf BHI-Platten, welche mit NAD und Haemimpplementiert waren,
kultiviert. Fur die Ubernachtkulturen wurden 10 soipplementiertes BHI-Medium mit einer
Kolonie beimpft und Gber Nacht bei 37°C mit 200-2pfth geschdittelt.

6.1.4. Kultivierung von N. meningitidis

Die Meningokokken wurden auf GC-Platten bei 37°@ G CQ fur 48 Stunden kultiviert.

6.1.5. Kultivierung von L. pneumophila

Die Legionellen wurden auf Aktivkohleplatten bei°87 und 5% CQ fir 72 Stunden

kultiviert.
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6.1.6. Kultivierung von E. coli und B. subtilis

E. coli undB. subtilis wurden auf LB-Platten, die bei Bedarf die zur 8ebte notwendigen
Antibiotika enthielten, bei 37°C bzw. 30°C fr subtilis und 5% CQ tUber Nacht kultiviert.
Fiur die Ubernachtkulturen wurden 10 ml LB-Mediumt miner Kolonie beimpft und tber
Nacht bei 37°C bzw. 30°C fiB. subtilis mit 200-250 rpm geschuttelt.

6.1.7. Konservierung der Bakterienstamme

Die Stamme wurden unter den genannten Kulturbediggn angezogen und mit Glycerin in
einer Endkonzentration von 25% bei -80°C eingefrore

Bei Streptokokken:
Die Stamme wurden auf den entsprechenden AgareRlatier Nacht kultiviert. Am n&chsten
Tag wurde das Bakterienmaterial mit einem Watteatajenommen und in 1 ml Medium mit

25% Glycerin ausgedriuckt und bei -80°C eingefroren.

6.2. Methoden fur das Arbeiten mit eukaryontischen Zellen

6.2.1. Kultivierung der Zelllinien

Die Kultivierung der Epithel- und Endothelzelllimieerfolgte in 25 cr Zellkulturflaschen
oder in Zellkulturschalen mit einem Durchmesser ¥® mm bei 37°C, ca. 95% relativer
Luftfeuchtigkeit und einem Cg£Gehalt von 5%. Nach etwa 3 Tagen wurde das
Kulturmedium durch frisches Medium ersetzt. Alledier Zellkultur verwendeten Medien und
Loésungen wurden vor der Benutzung in einem Wasderbaf 37°C erwarmt. Alle
Zentrifugationsschritte wurden bei 700 rpm fir 4ndurchgefihrt. Zum Splitten eines
konfluenten Zellrasens auf neue Kulturflaschen odem Ausséen der Zellen fur
Infektionsversuche wurden diese mit Trypsin/EDTAnw8oden der Kulturflasche abgelost.
Nach 2 min Inkubation der Zellen mit 5 ml TrypsiB/EA bei 37°C wurden die Zellen
abgenommen, die Trypsinwirkung wurde mit zusatdich5 ml Infektionsmedium
abgestoppt, und fir 4 min bei 700 rpm zentrifugi€rlir die Subkultivierung wurden die
Zellen nach der Zentrifugation in frischem Kultuminen resuspendiert, nach Bedarf
verdunnt und in neue Zellkulturflaschen ausgeséin Aussaen mit definierter Zellzahl, z.B.

bei der Vorbereitung eines Infektionsversuchs, waordie Zellen mittels einer Neubauer-
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Zahlkammer ausgezahlt. Die ausgezahlten Zellen evujel nach Versuchsansatz in 96-well,
24-well oder in 6-well Platten eingestellt und aessid).

6.2.2. Kryokonservierung der Zelllinien

Durch Lagerung in flissigem Stickstoff kdnnen Zellgber viele Jahre kryokonserviert
werden. Der konfluente Zellrasen wurde mit TrypSIDTA von der Zellkulturschale abgelost
und fur 4 min bei 700 rpm zentrifugiert. Das Zellgeent wurde in 2 ml Kulturmedium
aufgenommen und pro Kryoréhrchen mit 1 ml Zellsuspan, supplementiert mit 10% FBS
und 10% DMSO, eingeflllt. Die Rohrchen wurden imeen mit Isopropanol gefillten
Einfriercontainer (Nalged&Cryo 1°C Freezing Container) fir 12 Stunden bei°€80
gelagert. Der Einfriercontainer ermdglicht eine toltierte Verringerung der Temperatur um
1°C/min, somit wird die Bildung von Kristallen undiamit eine Schéadigung der Zellen

vermieden. Nach etwa 12 Stunden wurden die Kryatidm in flissigen Stickstoff Gberfuhrt.

6.2.3. Auftauen der Zelllinien

Zur Kultivierung der in flussigem Stickstoff gelatgn Zellen wurden diese in einem 37°C
warmen Wasserbad soweit aufgetaut bis noch eimédekEiskern vorhanden war. Sofort
wurde 1 ml vorgewarmtes Kulturmedium zugegebenresdspendiert, um die Konzentration
des zum Einfrieren verwendeten DMSO zu verdinnea.Zgllsuspension wurde 4 min bei
700 rpm zentrifugiert und die Zellen in Zellkulti$chen bei 37°C und 5% G®@kubiert.

6.3. Methoden zur Untersuchung der Adh&renz und der Invasion
von Bakterien an und in humane Wirtszellen

Die bakterielle Interaktion mit den Wirtszellen werexperimentell mit Hilfe vomn vitro
Infektionsversuchen quantitativ erfasst. Dabei wardn Kultur gehaltene verschiedene
Zelllinien mit unterschiedlichen Bakterienkulturemnter definierten Laborbedingungen
infiziert und die Adharenz und Invasion der Balgarquantifiziert.
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6.3.1. Infektionsversuche

Die Epithel- und Endothelzellen wurden mit 5 ¥ Zllen pro Vertiefung in 24-well-Platten
auf Glas-Deckglaschen ausgesat und tber 48 Stureied7°C in 5% CQ kultiviert. Zum
Zeitpunkt der Infektion war ein semikonfluenter [Za$en mit ca. 2 x f0Zellen gewachsen.
Vor der Infektion wurde das antibiotikahaltige Zelturmedium durch dreimaliges Waschen
gegen 1 ml antibiotikafreies Infektionsmedium (DMHEMEPES (25 mM) mit 1% FBS
ausgetauscht. Die Infektion des semikonfluenten dfeyers erfolgte standardmaRig mit 5 x
10° Bakterien, was einer MOI (multiplicity of infecti) von 25 entspricht. Das Endvolumen
eines Infektionsansatzes betrug im Standardversaiainl. Fir die Infektion mit
Pneumokokken wurden die Bakterien in THY-Flissigmed angezogen und bei einer
optischen Dichte von Ofg, 0,35-0,45 fur die Infektion vorbereitet und im ¥ech eingesetzt.
Die Bakterien wurden auf eine @3 von 0,1 eingestellt, was einer Bakterienzahl voh 1
Pneumokokken pro ml entspricht. Fur die Infektio amderen in Flussigkultur kultivierten
Bakterien § aureus, S. mutans, S pyogenes, L. monocytogenes, E. coli, B. subtilis) wurden
die Ubernachtkulturen auf eine optische Dichte Wph bei 600 nm eingestellt. Fur die
Infektion vonN. meningitidis wurden Uber zwei Tage kultivierte Bakterien von @&C-Agar-
Platten mit PBS abgeschwemmt und die so erhaltakéeBensuspension auf eine ggvon
0,1 eingestellt. Aus den eingestellten Bakteriepensionen wurden die Wirtszellen
standardmaRig mit 50 pl (entsprechen 5 %Bakterien fir Pneumokokken und etwa 2 X 10
fur Staphylokokken,S. pyogenes und L. monocytogenes) inokuliert. Die Infektionen der
Zellen wurden in der Regel Uber 2 bis 4 Stunden3¥&C und 5% C@im Brutschrank
durchgefuhrt.

6.3.2. Vorbereiten der Bakterien fur Infektionsvers uche

Die Inhibition, Blockierung oder der enzymatischerfau potenzieller Adhasine erfolgte
durch die Inkubation der Bakterien mit Proteinemtikorpern oder Enzymen. Durch eine
Pronase E-Behandlung der Bakterien sollten obdéidlokalisierte Proteine proteolytisch
abgedaut werden. Dafiir wurden 1 x° Bheumokokken mit 100 ul Pronase E-Ldsung
(I mg/ml) far 15min bei 37°C inkubiert. Zur Oxidat zellwandassoziierter

Zuckerstrukturen wurden 1 ml Qg von 1 der Pneumokokken mit 5 pl Natriumperiodat-
Losung (1 mg/ml) far 15 min bei 37°C inkubiert. AhéeRend wurden die Bakterien mit 1 x
PBS gewaschen, auf eine @bvon 0,1 eingestellt und die Wirtszellen mit 50diéser

eingestellten Pneumokokkensuspension infiziert. Belbvandassoziierte Phosphorylcholin
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wurde maskiert, indem 1 x 10Pneumokokken mit 20 pl TEPC 15 (anti-Phosphonfich
Antikorper, Sigma) fur 15 min bei 37°C inkubiert mlen. Um das Phosphorylcholin von der
Zellwand abzudauen wurden 1 ml gbvon 1 der Pneumokokken mit 200 ul aufgereinigter
Phosphorylcholin-Esterase (entsprachen 10 pg)3imih bei 37°C inkubiert. Anschliel3end
wurden die Bakterien mit 1 x PBS gewaschen, aué €, von 0,1 eingestellt und die
Zellen mit 50 pl dieser eingestellten Pneumokokkepension infiziert.

6.3.3. Vorbereiten der Wirtszellen fur Infektionsve  rsuche

Zur Charakterisierung der TSP1 vermittelten Adharend Invasion von Pneumokokken an
humane Wirtszellen wurde das TSP1 vor der Infekaoh den Wirtszellen immobilisiert.
Dafur wurden ein semikonfluenter Wirtszellrasennwenicht anders angegeben, mit 3 pg
TSP1 pro Kavitat einer 24-well-Zellkulturschale f@0 min bei 37°C und 5% GOm
Brutschrank inkubiert. Das ungebundene UberschéiSESgP1 wurde vor der Infektion durch

dreimaliges Waschen mit dem Infektionssmedium (DMBEPES) entfernt.

6.3.4. Inhibitionsexperimente in der Zellkultur

Zur Ildentifizierung des potentiellen Adhasins dae@mokokken fir TSP1 wurden die Zellen
nach der Immobilisierung des TSP1 auf den Wirtspelln 500 pl Infektionsmedium
aufgenommen und mit 100 ug Sa LTA (aufgereinigtgroieichonsauren vo8& aureus), mit
100 ug Sp LTA (aufgereinigten Lipoteichonsauren \@®mpneumoniae), mit 100 pg sPG
(I6sliches Peptidoglykan vois aureus), 100 mM N-Acetylglukosamin und 100 mMN-
Acetylmuraminsaure fur 10 min inkubiert und anseRénd mit der eingestellten
Bakteriensuspension infiziert. Die weitere Charagierung des potenziellen Adhasins der
Pneumokokken bzw. der anderen Gram-positiven Biagktefir TSP1 erfolgte durch
Inhibitionsexperimente mit verschiedenen Eluates der Peptidoglykanaufreinigung bzw.
Peptidoglykanfragmenten der bakteriellen Zellwaddch der Immobilisierung des TSP1 auf
der Zelloberflache wurden die Zellen fir 10 min 2t pug sPG (I6sliches Peptidoglykan von
S aureus), mit 20ug Park’s Nukleotid isoliert aug&. coli, mit 20 ug WTA
(Wandteichonséauren), mit 20 ug dreier verschiedgetshromatographischer Eluate (GPC-
Fraktionen) aus der Aufreinigung von sPG, mit 20night l6slichem Peptidoglykan von
Saureus (Sigma) bzw. mit 20 ug MDP (Muramyl-Dipeptid, Sign in 500 pl
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Infektionsmedium (DMEM-HEPES) inkubiert und anseRkend mit der eingestellten
Bakteriensuspension infiziert.

Sollten potenzielle Rezeptoren der Wirtszellen kiext oder enzymatisch verdaut werden,
wurden die Wirtszellen vor der Infektion in den Wefungen der Kulturplatte mit Proteinen,
Antikdrpern oder Enzymen inkubiert. Fur eine IdBnrung des potenziellen zellularen
Rezeptors fur TSP1 wurden die Zellen in 300 pl Kiitmsmedium aufgenommen und mit
10 pg der antps-Integrin (Chemicon) fs-Integrin (Chemicon),o,ps-Integrin (Chemicon)
oder gegenupPs-Integrin Antikorper (Santa Cruz) fur 30 min inkali AnschlieRend
wurden 200 pl Infektionsmedium in den Ansatz pipett 3 pg TSP hinzugegeben und fur
weitere 30 min inkubiert. Die Wirtszellen wurdereitinal mit Infektionsmedium gewaschen
und mit der eingestellten Bakteriensuspensioniifiz

Zur ldentifizierung der Proteoglykane als potetgiedellulare Rezeptoren fur TSP1, wurde
der konfluente Zellrasen dreimal mit Infektionsmedi gewaschen und fur 3 h mit 10 mU,
50 mU bzw. 100 mU Heparitinase in 500 pl Infektimeslium inkubiert und anschliel3end
erneut gewaschen. Weiterhin wurden die Zellen rBitUsHeparin (ICN) oder mit 20 ug
Heparansulfat (Sigma) in 500 ul Infektionsmedium30 Minuten inkubiert und gewaschen.
Es folgte eine 30-mindtige Immobilisierung von 3 i§P1 auf die Wirtszellen. Vor der
Infektion mit der eingestellten Bakteriensuspensiamurden die Zellen dreimal mit
Infektionsmedium gewaschen.

Bei der spezifischen Inhibition der TSP1 vermitrlt Adhdrenz und Invasion von
Pneumokokken an humane Wirtszellen durch einerT&@®1 Antikdrper wurde zunéchst das
TSP1 auf den Wirtszellen immobilisiert. Dafir wunddie Wirtszellen mit 3 ug TSP1 pro
Kavitat einer 24-well-Zellkulturschale fir 30 mireib37°C und 5% C@®im Brutschrank
inkubiert. Das ungebundene, Uberschiissige TSP1ewnadh 30 min durch dreimaliges
Waschen mit dem Infektionssmedium (DMEM-HEPES) emif Die Zellen wurden in
300 pl Infektionsmedium aufgenommen und fir 30 mim dem anti-TSP1 Antikérper in
einer Verdunnung von 1:200 inkubiert. Vor der Infek wurde der Antikdrper durch

einmaliges Waschen mit 500 ul Infektionsmediumentt

6.3.5. Doppelimmunfluoreszenzfarbung

Nach abgelaufener Infektion wurden die Infektiorssdme dreimal mit PBS gewaschen. Die
Fixierung der Infektion erfolgte durch Zugabe vd@03ul 3,7%iger PFA-LOsung in PBS. Die

Proben wurden bis zur Farbung in der Fixierlosueg 4C aufbewahrt. Die Darstellung
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adharenter und invasiver Bakterien erfolgte durtte e Doppelimmunfluoreszenzfarbung.
Dabei wurde zuerst mit einem priméaren Antikdrpes dawiinschte Antigen detektiert. Gegen
den ersten Antikérper wurde dann ein zweiter, Fabrom-gekoppelten Antikorper
eingesetzt, der im Fluoreszenzmikroskop detektienden konnte. In dieser Arbeit wurden
zwei Fluorochrome, Alexa 488 und Alexa 568, jeweidkoppelt an Ziege-anti-Kaninchen-
IgG Antikorper oder an Ziege-anti-Maus-lgG Antikérpverwendet. Alexa 488 besitzt eine
Anregungswellenlange im blauen Spektralbereichamditiert im griinen Bereich. Alexa 568
absorbiert im grinen Spektralbereich und emittrett Die Immunfluoreszenz-Préparate
wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop Axioskop ¥eiss bei 1000-facher VergrofRerung
ausgewertet oder am konfokalen Mikroskop fotografie

Fur die Immunfluoreszenzfarbung von Pneumokokkendesm die infizierten und fixierten
Zellen zunachst in PBS mit 10% FBS fiur 30 min aBgeg. Die extrazellularen, d.h. die
adharenten Pneumokokken, wurden anschlielBend mmtn&tzen-anti-Pneumokokken 1gG
Antikorpern inkubiert. Nach dreimaligem Waschen nHBS wurden die infizierten
Wirtszellen mit einem Alexa 488 gekoppelten Ziegé-&aninchen-IgG Antikorper
inkubiert, um die extrazellularen Bakterien zu &wbDie invasiven Pneumokokken konnten
nach der Permeabilisierung der Wirtszellen mit 0,18ton-X-100 mit einer Inkubation mit
dem anti-Pneumokokken Antikdrper und einer ansBelelen Inkubation mit einem Alexa
568 gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen-1gG Antikorgetektiert werden. Die Inkubation mit
den Antikérpern erfolgte in PBS mit 10% FBS furl86 45 min. Nach der Immunfarbung der
Bakterien wurden die Deckglaser mit einem TropfeovMl auf einem Glasobjekttrager
eingebettet und mit Nagellack luftdicht verschlosdeie Praparate konnen so bei 4°C uber
einige Jahre aufbewahrt werden. Die Auszahlung deharenten und invasiven
Pneumokokken erfolgte mit einem Fluoreszenz-Mikopsk bei einer 1000-fachen
VergroRerung. Adharente Bakterien konnten im Ddfel als gelbe Zellen detektiert

werden, invasive Bakterien erschienen dagegen rot.

6.3.6. Bestimmung der wirtszellassoziierten und der intrazellularen Bakterien
im Plattierungsversuch

Zur weiteren Bestimmung der wirtszellassoziierted der intrazellularen Bakterien wurden
Assoziations- oder Gentamicinversuche durchgefilbatir wurden zwei Tage vor dem
Versuch 5 x 1O Wirtszellen pro Kavitat in 24-well-Platten ohnedBglaschen ausgeséat und
Uber 48 Stunden bei 37°C in 5% gKultiviert. Die Infektion mit den Bakterien erfakywie

beschrieben. Die Wirtszellen wurden fur diese VensustandardmalRig fir zwei Stunden
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infiziert. Zur Bestimmung der wirtszellassoziiertdakterien, d.h. der Gesamtzahl der
angehefteten und intrazellularen Bakterien, ankpghel- bzw. Endothelzellen wurden die
Wirtszellen nach der Infektion mit Infektionsmediugewaschen. Anschlielend wurden die
Zellen durch Zugabe von 300 pl Infektionsmedium 184 Saponin fur 10 min bei 37°C und
5% CQ lysiert. Dabei wurden intrazellulare, d. h. inwesi Bakterien freigesetzt. Die
Versuchsanséatze wurden in entsprechenden Verdianungpis zu 1:10000) auf
Blutagarplatten ausplattiert. Uber Nacht wuchsenidierlebenden extra- und intrazellularen
Bakterien zu Kolonien, welche ausgezahlt und gmsghhidargestellt werden konnten. Die
Bestimmung der intrazellularen, d. h. invasiven utérlebenden Bakterien erfolgte nach
dem Abtoten der extrazellularen Bakterien mit dentildiotikum Gentamicin. Nach einer
Infektionszeit von zwei Stunden erfolgte nach datfé&nung der ungebundenen Bakterien
eine Behandlung des Infektionsansatzes mit 100s¥niit Gentamicin und 100 Units/ml
Penicillin im Infektionsmedium. Das Abttten der rezellularen Bakterien erfolgte fur eine
Stunde mit den Antibiotika bei 37°C und 5% £Q@usatzlich wurde eine Bakterienkontrolle
mit dem Antibiotikagemisch inkubiert, um die vollatlige Abtdtung der Bakterien zu
Uberprifen. Nach einer Stunde wurde der Infektinsa& sorgfaltig mit Infektionsmedium
gewaschen, um die Antibiotika zu entfernen. Zur d.yder eukaryontischen Zellen und
Freisetzung der invasiven Bakterien wurden die $¥ellen nun in 300 ul 1%iger
sterilfiltrierter Saponinlésung fur 10 min im Bratgank inkubiert. Die Infektionssuspension
wurde in entsprechenden Verdinnungen in PBS aufgerem und auf entsprechenden Agar-
Platten ausplattiert. Uber Nacht wuchsen noch tetBlakterien heran, welche ausgezahit und

ausgewertet werden konnten.

6.3.7. Phagozytoseversuche

Isolierung von Granulozyten

Zur Gewinnung von Granulozyten wurden 10-20 ml giegres Vollblut aus der Armbeuge
eines gesunden, allergiefreien Spenders mit eiBemb Spritze abgenommen. In dieser
Spritze waren 2,5 ml Citratpuffer zur Gerinnungshemg vorgelegt. Zur Trennung der
verschiedenen Blutzelltypen wurden zunachst 12 siddaque mit 10 ml raumtemperiertem
Ficoll Uberschichtet. Das Spenderblut wurde vor dersichtigen Beladung auf den
Gradienten 1:1 mit PBS verdunnt. Die Dichtegradianvurden fur 20 min bei 800 x g (1700
rpom) in einer Schwingzentrifuge ohne Bremse ab#egtiert. Auf Grund der
unterschiedlichen Grél3e und Dichte der Zellen gtéoleine Auftrennung in verschiedene
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Lagen mit Blutzellen und Blutbestandteilen. Die m@pe Schichten mit Monozyten, Plasma
und Ficoll wurden mit Hilfe einer Wasserstrahlpungigenommen. Die darunterliegenden
Granulozyten wurden mit einer Pipette vorsichtigganommen, in ein neues Rohrchen
Uberfuhrt, sofort mit 50 ml eiskaltem RPMI versaind flr 10 min bei 800 x g und 4°C mit

Bremse zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurder Uberstand verworfen und das
Zellsediment durch kurzes Vortexen geldst. Ans@dred wurde das Granulozytensediment
mit 9 ml MilliQ Wasser fir genau 30 sec zu den &elgegeben, um die Erythrozyten zu
zerstoren. Danach wurde 1 ml 10 x PBS zugegebesicttig vermischt und mit eiskaltem

RPMI auf ein Volumen von 50 ml aufgefillt. Die gega Suspension wurde fur 10 min bei
1700 rpm und 4°C mit Bremse zentrifugiert. Der Wi@nd wurde entfernt und das

Zellsediment in 1 ml RPMI aufgenommen. Fir den hisBenden Phagozytoseversuch
wurden die Zellen auf 6 x 1@ellen/50 pl eingestellt. Bis zur Infektion mitrd@akterien

konnten die Granulozyten bis zu 8 h auf Eis gelagerden.

Durchfiihrung des Phagozytoseversuchs mit frisch isierten Granulozyten

Die Pneumokokkenstdmme wurden bis zu einersg@Bon 0,35-0,45 in THY-Medium
kultiviert. Anschlie3end wurden die Bakterien fumin bei 3500 x g zentrifugiert und das
Sediment mit 5 ml Natrium-Carbonatpuffer (pH 9,8\wgschen. Die gewaschenen Bakterien
wurden in 1 ml Natrium-Carbonatpuffer aufgenommend in diesem Puffer auf eine Qg
von 1 eingestellt. 2ml (2 x D der eingestellten Bakteriensuspension wurden uerne
sedimentiert und in 200 ul FITC-L6sung (1 mg/ml iMNatrium-Carbonatpuffer)
aufgenommen. Die Bakterien-FITC-Suspension wurdd tiibei 37°C im Dunkeln inkubiert.
Nach einer Stunde wurden die Bakterien dreimal jeviteils 1 ml Natrium-Carbonatpuffer
gewaschen bis der abzentrifugierte Uberstand kéar Wach dem letzten Waschschritt wurde
das Bakteriensediment in 2 ml PBS/0,5% FBS resulpen 6 x 10 (50 pl von der
eingestellten Zellsuspension) Granulozyten wurdenPhagozytoseansatz in ein FACS-
Rohrchen vorgelegt. Sollten die Granulozyten miteen Protein préainkubiert werden, so
wurde das Protein dazugegeben, der Ansatz mit PB%/6BS auf ein Gesamtvolumen von
100 pl aufgefullt und die Zellen mit dem Proteirr 80 min auf Eis inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die Zellen fir 5 min bei 1360 @ 4°C zentrifugiert und in 100 pl
PBS/0,5% FBS aufgenommen. Sollte die Phagozytogenvesenheit der Proteine erfolgen,
so wurde das Protein vor der Infektion mit den Beknh nicht entfernt. Fir die Phagozytose
wurden 5 pl der eingestellten FITC-markierten Be&te (ca. 1,5 x 19 zu den Zellen
pipettiert und fur 30 min bei 37°C im Brutschramkubiert. Der Phagozytoseansatz wurde
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nach 30 min bei 1360 x g fur 5 min zentrifugiergsdZellsediment in 200 pul PBS/0,5%
FBS/1% PFA aufgenommen und fur mindestens 1h imld€hinank fixiert. Anschliel3end

erfolgte die Messung im Zytometer.

6.3.8. Ratten Endokarditis/Sepsis-Modell

Bei sechs mit Isofluoarane anasthesierte Rattemrfhicie Crl:CD Ratten, 251-275 g,
Charles River, Sulzfeld) wurde jeweils ein PolydtmyKatheter (0,28 x 0,61 mm,
Hartenstein SX01) von der Aorta ins Herz gelege Diperation der Tiere wurde von Herrn
Dr. Udo Lorenz (Chirurgische Klinik, Wtrzburg) dtagefiihrt. 24h nach der Katheterlegung
wurde bei drei Ratten tGber den Katheter jeweils 1@0anti-TSP1 Antikdrper (mAB 6.1,
Calbiochem) (in 500 ul PBS) in die Herzregion gegelDrei Ratten wurden nicht mit dem
Antikorper behandelt. 45 min nach der Antikorpedog wurden alle Ratten durch eine
Hinterlaufvene mit 5 x 10S. aureus Xen 29 (in 200 pl PBS) infiziert. 24 h nach defektion
wurden die Ratten euthanasiert. Es wurden jeweis tderz, die Milz und beide Nieren
entnommen und bis zur Homogenisierung in 200 pl RB&®ewahrt. 20 pl Blut wurden
direkt auf MKP-Agar-Platten ausplattiert. Die Orgamurden homogenisiert, das Homogenat
konzentriert bzw. in zwei Verdinnungsstufen auf MK&ar-Platten ausplattiert und die

Kolonie-bildenden Einheiten am nachsten Tag ausdeza

6.4. Methoden zur Analyse der Bindung und der Expre  ssion von
Proteinen auf humanen Wirtszellen oder auf Bakterie n

6.4.1. Durchflusszytometrie mit Epithel- und Endoth elzellen

Die eukaryontischen Zellen in einer konfluent befis@men 25 chzellkulturschale wurden
maoglichst vorsichtig vom Schalenboden abgel6st,dienoberflachenexponierten Strukturen
zu schonen. Dafur wurden die Zellen fur 15 min Binl Accutase bei 37°C und 5% €O
inkubiert. Die Zellen wurden fur 4 min bei 700 rgantrifugiert. Das Zellsediment wurde in
1 ml Medium aufgenommen. Die Zellen wurden mit 0,6%S in PBS (FACS-Puffer) auf
eine Zellzahl von 10 000 Zellen/ul eingestellt. Aestimmung der Bindungsaktivitat von
FITC-markierten Proteinen an eukaryontische Zellwnrden 20 pl der eingestellten
Zellsuspension mit der gewinschten Konzentratiosn Eleoteins fur 1 h auf Eis inkubiert.
AnschlieRend wurde die Zellsuspension mit dem FAG8er (PBS/0,5% FBS) gewaschen
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und mit einer 1%igen PFA-L6sung in 100 pl fir mesténs eine Stunde bei 4°C fixiert. Zur
guantitativen Kontrolle der Expression von ober&mwdssoziierten Strukturen, wie z.B.
verschiedenen Rezeptoren und Integrinen, wurdensediemittels Antikdrpern
fluoreszenzmarkiert. Dafiir wurden 20 pl des eirglteh Ansatzes (2 x 2@ellen) in 80 pl
PBS/0,5% FBS resuspendiert. Zu dieser Suspensiodewdier entsprechende Antikorper
gegen das nachzuweisende Integrin gegeben. DetzAwsiade fur 1 h auf Eis inkubiert, mit
FACS-Puffer gewaschen und in 100 pl FACS-Puffeuspendiert. Der FITC-gekoppelte
Zweitantikorper wurde dazugegeben und der Ansatnfells fir 1 h auf Eis inkubiert. Nach
dem Waschen mit FACS-Puffer wurde die Probe in 20BACS-Puffer aufgenommen und
in  FACS-Probenrohrchen uberfuhrt, vorsichtig mittréschall behandelt, und bis zur

Messung im Zytometer abgedunkelt auf Eis gelagert.

6.4.2. Untersuchungen zur Interaktion der Thrombozy ten mit S. pneumoniae
in der Durchflusszytometrie

Zur Separation der Thrombozyten von anderen Bltdibeseilen wurde frisches humanes
Blut fir 10 min bei 200 x g zentrifugiert und deahaltene Plasmatberstand in dem die
Thrombozyten enthalten waren vorsichtig abgenomnidie. Zellzahl der Thrombozyten
wurde in TBS C& auf 25 000 Thrombozyten/ul eingestellt. Die Pnekok&enstamme
wurden bis zu einer Qg von 0,35-0,45 in THY-Medium kultiviert. Anschlief3mwurden
die Bakterien fiir 5 min bei 3500 x g zentrifugiemd das Sediment mit 5 ml TBS Ca
gewaschen. Die gewaschenen Bakterien wurden in IB& C&" aufgenommen und in
diesem Puffer auf eine QR von 1 eingestellt. Zwei ml (2 x 10der eingestellten
Bakteriensuspension wurde 1:100 mit dem Farbstff $3 (Molecular Probes) versetzt. Die
Bakterien wurden fur 30 min bei Raumtemperatur iomkeln mit dem Farbstoff inkubiert,
anschlieBend gewaschen und auf eine BakterienoathP80 000 Pneumokokken/ul in TBS
Cd" eingestellt. Fur die Inkubation der Bakterien mién Thrombozyten wurde ein
Verhéltnis von 10:1 (Bakterien:Thrombozyten) gewah die Probenréhrchen wurde fir
einen Gesamtinkubationsansatz von 500 pl 15 pl@b#2a-PE zur Fluoreszenzmarkierung
der Thrombozyten, 10 pl GPRP (Gly-Pro-Arg-Pro, IVP5flr eine Verhinderung einer
Gerinnselbildung und 7 pl Thrombin (aus Vorverdimgen fur 0,2 U/ml bzw. 1 U/ml
Thrombin) fur eine Thrombozytenaktivierung vorgelegAnschlieend wurden im 5
Sekunden-Takt 100 pl der eingestellten Thrombozytatie Ansatze gegeben und fir genau
5 min voraktiviert. Nach 5 min wurden 100 ul demgastellten Pneumokokkensuspension zu
den voraktivierten Thrombozyten gegeben und furniif bei Raumtemperatur mit den
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Blutplattchen koinkubiert. Zum Abstoppen und Figierder Reaktion wurden 250 pl einer
1%-igen PFA-L6sung in den Ansatz pipettiert, fumdestens 1 h im Kihlschrank fixiert,

vorsichtig mit Ultraschall behandelt und im Zytoereanalysiert.

6.4.3. Durchflusszytometrie mit Bakterien

Die Bindungsaktivitat von FITC-markiertem TSP1 amkBrien wurde mit Hilfe der
Durchflusszytometrie im Zytometer (FACSCalibur, Bet Dickinson) analysiert. 5 x 10
Bakterien in 50 ul TBS C& wurden mit FITC-markierten Proteinen in einem
Konzentrationsbereich von 0-100 pg/ml fur 20 min Bé&°C im Dunkeln inkubiert. Die
Bakterien wurden anschlieRend zweimal mit TBS @@waschen (3500 rpm, 5 min) und in
200 pl 1%iger PFA-LOsung fur mindestens eine Stuhde 4°C inkubiert. Die fixierten
Bakterien wurden vorsichtig mit Ultraschall behadbhded bis zur Messung abgedunkelt bei
4°C gelagert.

Zur Analyse der Rekrutierung von TSP1 aus Thronahitiviertem Blutplattchenkonzentrat
wurden 0-200 pl Uberstand von Thrombin-aktivierfémombozyten mit 5 x T0Bakterien in
200 pl TBS C& fiir 30 min bei 37°C inkubiert und anschlieBend 260 ul TBS C&
gewaschen (3500 rpm, 5 min). Zur Detektion des dyakigebundenen TSP1 wurden die
Bakterien mit dem anti-Thrombospondin-1 Antikérg€albiochem) in einer Verdinnung
von 1:400 in TBS CH4 fur 30 min inkubiert und anschlieBend gewaschenfdigte eine
Inkubation mit einem Alexa 488 gekoppelten anti-Bl@&ntikdrper in einer Verdiinnung von
1:300 fiir 30 min. AnschlieBend wurden die Baktegemwaschen, in 200 ul TBS €ait 1%
PFA aufgenommen, vorsichtig mit Ultraschall behdindad bis zur Messung abgedunkelt

bei 4°C gelagert.

6.4.4. Auswertung der durchflusszytometrischen Anal ysen

Die durchflusszytometrischen Analysen wurden mimd&erat FACSCalibur von Becton
Dickinson durchgefiihrt. Sobald eine Zelle den fakeiden Laserstrahl passiert, wird die
Richtung und die Wellenlange des anregenden Liri&ndert, so dass die charakteristische
Streuung des blauen Lichts in Vorwartsstreulichforward satter, FSC) und
Seitwartsstreulicht de satter, SSC) aufgetrennt wird. Der FSC stellt dadiMar die
ZellgroRe dar, wahrend der SSC der spezifischerazeliularen Granularitat der Zelle

entspricht.
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Das Durchflusszytometer misst Signale sowohl imatdgmischen als auch im linearen
Modus. Fur die Detektion von Immunfluoreszenzen deuimmer die logarithmische
Darstellung gewahlt, da diese Darstellung den dysemen Messbereich vergrof3ert, dass
sowohl schwachere als auch starkere Signale nsethem Skalierung erfasst werden kdnnen.
Die Zweiparameterdarstellung von FSC zu SSC zuetdoheidung von Zellpopulationen
wurde in Form eines Punktwolkendiagramms (,Dotplotbzw. eines Histogrammes
visualisiert. Durch das Eingrenzen (,gaten®) eidedlpopulation konnten Zellpopulationen
getrennt voneinander betrachtet werden.

Fur die statistische Auswertung wurde die Zweipa@ndarstellung in Form eines
Punktwolkendiagramms der gemessenen Fluoreszerld (Elativ zum SSC herangezogen.
Die ,geometrische mittlere Fluoreszenz- Intensit@MFI) multipliziert mit den Prozent der
fluoreszenz-markierten und eingegrenzten ("gatedéllen bestimmte das Mald der

Bindungsaktivitat. Das Programm WinMDI__(http://wweacs.scripps.edu/software.hjml

wurde fur die Auswertung der erhaltenen Daten l&nut

6.4.5. Bindung von Pneumokokken an immobilisierte P roteine

Mikrotiterplatten (Maxisorp-Platten, Nunc) wurdentrdem zu testenden Protein beladen
und das Protein konnte tUber Nacht bei 4°C an thstiRoberflache der Mikrotiterplatten
immobilisieren. Es wurden, wenn nicht anders anegge Proteinmengen zwischen 0,1 pg
und 10 pg Protein in einem Volumen von 50 ul PufiRBS oder TBS C8) pro Kavitat einer
96-well Mikrotiterplatte immobilisiert. Am nachstéviorgen wurden die Napfe der 96-well
Mikrotiterplatten jeweils dreimal mit 100 pul Puffglewaschen und mit 1% BSA (bovines
Serum Albumin) fur 3 Stunden bei Raumtemperatumulimért. Anschlieend wurden die
Kavitdten zweimal mit Puffer gewaschen.

Die Pneumokokkenstdmme wurden bis zu einersg@bon 0,35-0,45 in THY-Medium
kultiviert. AnschlieRend wurden die Bakterien fumin bei 3500 x g zentrifugiert und das
Sediment mit 5 ml Natrium-Carbonatpuffer (pH 9,8\wgschen. Die gewaschenen Bakterien
wurden in 1 ml Natrium-Carbonatpuffer aufgenommend in diesem Puffer auf eine GQdg
von 1 eingestellt. 5ml (5 x D der eingestellten Bakteriensuspension wurden uerne
sedimentiert und in 500 ul FITC-L6sung (1 mg/ml iNatrium-Carbonatpuffer)
aufgenommen. Die Bakterien-FITC-Suspension wurdd fiibei 37°C im Dunkeln inkubiert.
Nach einer Stunde wurden die Bakterien dreimal jeviteils 1 ml Natrium-Carbonatpuffer
gewaschen bis der abzentrifugierte Uberstand kéar Wach dem letzten Waschschritt wurde
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das Sediment in 3 ml PBS resuspendiert. Die imnsdditen Proteine wurden mit jeweils
150 pl (ca. 2 x 19 der Bakteriensuspension inkubiert. Die Inkubagofolgte fiir 1 Stunde

im Brutschrank bei 37°C. AnschlieRend wurde die fidiiterplatte ohne vorheriges Waschen
im Fluoroscan Ascent Reader gemessen. Dieser Measswrde in der spateren Evaluierung
als 100%-Wert gesetzt. Nach der Messung des Mawientds wurden die Napfe mit PBS
gewaschen und nach jedem Waschschritt mit 150 |8 B&fgefullt und die Fluoreszenz
gemessen. Durch diese Messungen wurde der Bindengsrmittelt, der zu dem 100%-
Wert in Relation gesetzt wurde und nach dem Abzeg BSA-Negativ-Kontrolle die

tatséchlichen Bindungswerte ergab. Die Bindung®wverdrden in Prozent oder der Anzahl

der gebundenen Bakterien angegeben.

6.4.6. Bindungversuche mit ***lod-Thrombospondin-1

Markierung von TSP1 mit **od

Zur radioaktiven Markierung von TSP1 mit dem Rastitdp*dod wurden 20 pg TSP1 in
0,05 M Phosphatpuffer (pH 7,5) in silikonisiertea&iohrchen gegeben. Nach Zugabe von
70 pl**od erfolgte die Oxidierungsreaktion fiir 5 min réiptl frisch geléstem Chloramin T
(2 mg/ml in Phosphatpuffer). Zum Beenden der Reaktivurden 5 pl Na-Metabisulfid
(1 mg/ml) zugegeben. Die Reaktionslésung wurde2yiitml PBS/0,05% Tweé&naufgefiillt
und auf eine PD 10-S&aule (Pharmacia) geladen. Di@PSaule wurde anschlief3end 1 x mit
PBST gewaschen und das iodierte Protein mit 3,92BBET eluiert. Die radioaktive

Proteinlésung wurde aliquotiert und fir maximal 28ken bei 4°C aufbewahrt.

Durchfithrung der Bindungsversuche mit*?%od-markiertem TSP1

Die Pneumokokkenstamme wurden bis zu einegg@bon 0,4 kultiviert. Sie wurden flr
5 min bei 3500 x g sedimentiert und in PBS 0,05 #ed@nh 20 mit 2 mM C4 (PBSTC4&")
auf eine Oy von 1 eingestellt. Jeweils 350 pl dieser Suspensimrden mit 15 pl
129.TSP1 (ca. 20 ng Protein) fir 40 min bei Raumterape inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 650 pl PBSTCaeendet und die Bakterien fiir 5 min bei 3500 x g
sedimentiert. Der Uberstand mit ungebundener Ré&tioEt wurde abgenommen, das
Sediment in 2 ml Zintilationsflussigkeit aufgenonmmend die Radioaktivitdt im Gamma-
Counter gemessen. Zur Quantifizierung der Bindungde der Maximalwert bestimmt. Dazu
wurde das iodierte Protein ohne Bakteriensuspension40 min mit 25 pl FBS bei
Raumtemperatur inkubiert und vor der cpm-Messung Imnl Trichloressigsaure (10%)
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préazipitiert. Die Berechnung der Bindung in Prozesrfolgte durch Korrelation der
Messwerte mit dem Maximalwert und war das Mal fie &lenge von Bakterien-
gebundenem Protein. Als Berechnungsgrundlage wudierMittelwerte aus jeweils drei

identischen Versuchsansatzen gebildet.

6.4.7. Thrombospondin-1-Peptidoglykan Bindungsversu ch

Am Abend vor dem Versuchstag wurden 96-well Mikplatten (Maxisorp, Nunc) mit
TSP1 inkubiert und das Protein Uber Nacht bei 4%C dae Plastikoberflache der
Mikrotiterplatten immobilisiert. Es wurden Protdfenzentrationen zwischen 0,1 pg und
3ug TSPl in einem Volumen von 50 pl TBS?Caro Vertiefung eingesetzt. Am
Versuchstag wurden die Vertiefungen der Mikrotitetie jeweils 3 x mit TBS Ca
gewaschen und mit 200 pl 5% Magermilch in TBS”@al% Tweefi fir 5h bei 4°C
abgesattigt. Die Platten wurden 3 x mit TBS*Cgewaschen und das immobilisierte TSP1
mit l6slichem Peptidoglykan (sPG) in 50 pl TBS*Chiir 1 h bei 4°C inkubiert. AnschlieRend
wurden die Platten gewaschen und mit einem antiidReglykan Antikorper (1:50 in TBS
C&*, Serotec) fiir 1 h bei 4°C inkubiert. Der Antikérpeurde durch Waschen mit TBS €a
entfernt. Es folgte eine Inkubation von 45 min eiitem anti-Maus-Peroxidase-gekoppelten
Antikorper (1:5000 in TBS G4, Jacksonimmuno). Pro Vertiefung wurden 50 pl e&BTS-
Losung (mit 2ul HO./ml ABTS) gegeben, um eine enzymatische Farbrealdisszulosen.
Die Messung im ELISA-Reader erfolgte nach 15 mindi§d nm.

6.5. Graphische Darstellung und statistische Auswer  tung

Bei Infektionsversuchen oder Bindungsversuchen wurchch mindestens dreimaliger
Durchfihrung unter identischen Bedingungen der éitert und die Standardabweichung
berechnet. Die Signifikanz der Ergebnisse wurdeldalen Student t-Test ermittelt. Der t-
Test wurde ungepaart und zweiseitig durchgefuhgniftkanz-Werte von g§) < 0,05 wurden
als statistisch signifikant angenommen. Zur Kalkala der statistischen Werte und der
graphischen Darstellung wurde das Computerprogr&roel und Power Point (Microsoft)

verwendet.
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6.6. Methoden fur das Arbeiten mit Proteinen

6.6.1. Herstellung von Bakterienlysaten

Zur Herstellung von Bakterienlysaten v8npneumoniae wurden 3 ml einer Bakterienkultur
(ODeoo = 0,4) bei 3500 x g fur 5 min zentrifugiert. DaakBeriensediment wurde in 100 pl
PBS aufgenommen und mit 100 pl Protein-Probenpwiesetzt. Die Suspension wurde fur
10 min aufgekocht. 10 pl dieses Bakterienlysatsdemrauf eine SDS-Page aufgetragen.
Diese Menge entspricht einer Anzahl von 1,5 % Rékterien und die Proteinmenge kann fiir

Immunblots verwendet werden.

6.6.2. Ausschiuttung von Thrombospondin-1 aus Blutpl attchen durch
Thrombin-Aktivierung

Thrombozytenkonzentrate (Transfusionsmedizin, Umiklim Wirzburg), die ca. 1,5 x 10
Blutplattchen pro ml enthielten, wurden fur 10 nbiei 1000 x g zentrifugiert. Das Sediment
aus 200 ml (3 x 10 Thrombozyten) Thrombozytenkonzentrat wurde mitml0Glukose-
Puffer gewaschen und in 5 ml Glukose-Puffer resudiget. Zur Aktivierung der
Blutplattchen wurden 3 Units Thrombin (Sigma) untefihren zu den gewaschenen
Thrombozyten gegeben und fir 2 min bei 37°C inkabi@ie Aktivierung wurde nach 2 min
mit 6 Units/ml Hirudin (Sigma) gestoppt. Die akevien Plattchen wurden uber Nacht bei
-20°C eingefroren, um eine Aggregatbildung zu wsttezen. Nach dem Auftauen wurden die
aktivierten und aggregierten Plattchen zentrifug{@® 000 x g, 30 min). 200 pl Uberstand
aus Thrombin-aktivierten Plattchen enthielt versdene sekretierte Proteine unter anderem
das am haufigsten vorhandene Protein TSP1 au€)3 ’htombozyten. Der Uberstand wurde
abgenommen, fraktioniert und bei -80°C eingefroren.

6.6.3. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli , 1970)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist einekEbphorese Methode, bei der Proteine
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Hig in dieser Arbeit verwendete
diskontinuierliche SDS-PAGE wurde ein Polyacrylaggbbestehend aus einem Sammelgel
(4% Acrylamid, pH 6,8) und einem Trenngel (10 odE2% Acrylamid, pH 8,8)

(Zusammensetzung der Gele siehe 5.8) verwendetP@lignerisation der Gele wurde durch



6 METHODEN 144

Zugabe von TEMED  (Tetramethylendiamin) als Katalgsa und APS
(Ammoniumperoxidisulfat) als freier Radikalbildremsgeldst.

6.6.4. Protein-Farbungen

Proteine, die durch die SDS-Gelelektrophorese aufget wurden, sind entweder mit
Coomassie Brilliant Blue R205 oder mit kolloidalépomassie-Lésung angefarbt worden.
Bei Proteinmengen oberhalb von 1 pg pro Proteinbawdrde die Coomassie Brilliant
Blue™ (G-250) Losung zur Proteinfarbung eingesetzt. & wurde in einer sauren
alkoholischen Farbstofflosung fir 1 bis 2 Stundemgelegt. Das Protein wurde durch
Denaturierung im Gel fixiert und bildete einen Kdeypomit dem Farbstoff. Zur Entfarbung
wurde das Gel in einem Entfarbebad (40% EtOH, 18%dgsaure, 50% did) geschittelt bis
alle Banden deutlich sichtbar waren. Vor der Traslgh der Gele wurden diese in Wasser
aufbewabhrt.

Eine deutlich sensitivere Farbung ist mit kolloetal Coomassie méglich. Dafur wurde das
Gel fur 24 Stunden unter leichtem Schwenken inmin®lloidalen Coomassie Farbebad
eingelegt. Zur Entfarbung wurde das Gel in Wasssclguttelt. Das Wasser wurde so oft
gewechselt, bis es sich nicht mehr blau verfarioie alle Banden im Gel deutlich sichtbar
waren. Die gefarbten Gele wurden in einem Bio-RaéltrGckner zwischen zwei

Cellophanfolien getrocknet.

6.6.5. Western-Blot: Semidry-Verfahren

Beim Western-Blot werden die mittels Elektrophoreadgetrennten Proteine einer SDS-
PAGE elektrophoretisch auf eine mit Methanol aktite PVDF (Polyvinylidendifluorid)-
Membran oder auf Nitrocellulose Ubertragen. Ansfl#nd konnten die transferierten
Proteine spezifisch durch Antikdrper nachgewieserden.

Beim Semidry-Verfahren lag die mit Transfer-Puféegefeuchtete PVDF-Membran auf drei
Lagen in Puffer getrdnktem Filterpapier. Das Gelrdeuluftblasenfrei auf die Membran
gelegt. Auf das Gel kamen wiederum drei Lagen vemagktem Filterpapier. Der Transfer
erfolgte fur 45 min bei 15V, wobei die Membran agr Anodenseite und das Gel auf der
Kathodenseite liegen musste. Nach dem TransferPdeteine auf die PVDF-Membran
wurden die freien Bindungsstellen der Membran %1Magermilch (Applichem) in PBS

fur mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur idoer Nacht bei 4°C abgesattigt. Nach
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dreimaligem Waschen mit PBS wurde die Membran rarh égpezifischen Primarantikorper
fur mindestens zwei Stunden inkubiert. Nach eineentbligen 10-minttigen Waschschritt
mit PBS wurde die Membran mit einem Peroxidasegieyten Sekundarantikdrper fur 1
Stunde inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde mizgneatische Reaktion in 10 ml PBS
durch den Zusatz von 6 pl8, und 500 pl Chloronaphthol (Sigma) ausgelost unsitpe
Banden anhand einer Farbreaktion detektiert.

Die ECL-Reaktion (enhanced chemiluminescence) istaelO-mal sensitiver als die
Entwicklung mit Chloronaphthol. Der Peroxidase-ggb@lte Sekundarantikdrper wurde
starker verdunnt als bei der Entwicklung mit Chi@phthol. Die ECL-Entwicklerlésungen 1
und 2 (Amersham) wurden im Verhéltnis 1:1 gemisaid die Membran fur 1 min mit der
Lésung inkubiert. Die Membran wurde in Frischhaidtef eingeschlagen und ein Rontgenfilm

aufgelegt.

6.6.6. Dot-Spot-Analyse

Zur Untersuchung der Protein-Bakterien Interaktiamer nativen Bedingungen wurden
Proteine in unterschiedlichen Konzentrationen auine e Nitrozellulose-Membran

immobilisiert. Durch Anlegen eines Vakuums an egpot-Apparatur (BioRad) konnten die
in PBS gelosten Proteine auf eine in PBS getrarMembran immobilisiert werden.

AnschlielRend wurde die Membran mit 10% MagermilchPBS fir mindestens 1 Stunde
abgesattigt. Nun konnte die Bindung von z.B. baélien Proteinen oder auch anderen
Wirtsproteinen untersucht und durch spezifische ikbmper sowie Sekundarantikérper

detektiert werden.

6.6.7. Expression von Proteinenin  E. coli

Fur eine E. coli-Expressionskultur wurde eine Vorkultur mit 5ml {NBedium,
supplementiert mit den fur die Selektion des emidpenden rekombinanten Stamms
erforderlichen Antibiotika, angesetzt. 250 ml aidilixahaltiges LB-Medium wurde mit der
Vorkultur beimpft und bei 30°C Uber Nacht unter &odin kultiviert. Fir die
Proteinexpression wurde zu der Flissigkultur nochmal die gleiche Menge an
antibiotikafreiem  Medium gegeben und mit 1mM IPTGB-D-Isopropyl-
Thiogalactopyranosid) induziert. Nach 4-5 Stundgwubation bei 30°C wurde die Kultur far
10 min bei 5000 x g zentrifugiert und das SedinfeEt-20°C eingefroren.
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6.6.8. Aufreinigung von Proteinen mit der Affinitat ~ schromatographie

Die Fusionsproteine mit einem Hi$ag Proteine wurden affinitatschromatographisckrib
Nickel-NTA-Agarose Saulen aufgereinigt. Die Progeihinden spezifisch und umkehrbar
durch Imidazol, dessen Struktur &hnlich der Hisedist und somit die gekoppelten Proteine
durch einen Konzentrationstuiberschuss verdrangtli@anSaule. Die Aufreinigung erfolgte
unter nativen Bedingungen.

Das aus 250 ml Expressionskultur gewonnene Bakisg@iment wurde in 2 ml Lysepuffer
aufgenommen und in der French Press bei 40 O0&upgeschlossen. Das Lysat wurde erneut
bei 10 000 x g fur 10 min bei 4°C zentrifugiert uther klare Uberstand fir die Aufreinigung
der Fusionsproteine auf eine Ni-NTA-Saule gegebBre Saule wurde mit 20 mM
imidazolhaltigem Waschpuffer gewaschen. Die Elugoiolgte mit 250 mM Imidazol, wobei
das Eluat in drei Fraktionen aufgefangen wurde. Quelitat der Aufreinigung wurde durch
die SDS-Gelelektrophorese und anschlieBende Co@viéadung uUberprift. Die
Aufreinigung der Proteine erfolgte im Kidhlraum wtd Protein-Fraktionen wurden zunachst

auf Eis gelagert.

6.6.9. Immunglobulin G-Aufreinigung

Zur Aufreinigung von Immunglobulin G Antikdrpern auserum wurde die Probe lber
Protein A-Sepharose aufgereinigt. 0,5 g der ProfeiSepharose wurden in 20 ml dest.
Wasser unter Ruhren aufgequellt. Anschliel3end wdrdesSaule luftblasenfrei gefillt. Nach
dem Fullen wurde die Saule (& 1,6 cm) fiur 15 mihBBS gespuilt und 5 ml des Serums auf
die Saule gegeben. AnschlieBend wurde die Sephawsut mit PBS gewaschen. Die
fraktionsweise Elution der IgGs erfolgt mit 0,1 nBlycin/HCL (pH 3,0). Das Eluat wurde
mit 1 M Tris/HCL (pH 8,0) neutralisiert, das Sautett mit 2 M Harnstoff gewaschen und
mit PBS equilibriert. Zur Konzentrationsbestimmungrde die optische Dichte des Eluats
bei 280 nm bestimmt. Dabei entspricht eine,g®Don 1 einer Konzentration von 0,8 mg IgG

pro ml.

6.6.10. Dialyse

Die Dialyse ist ein Trennverfahren, das mittels ipemmeabler Membranen Molekile gemaf
ihrer GroRRe trennt. Die Poren erlauben es niedakotdren Substanzen durch die Membran

zu diffundieren, wahrend hochmolekulare Substamzegiickgehalten werden. Die Losungen
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wurden fur die Dialyse in einen Dialyseschlauchgesthlossen, der in 4-5 Liter PBS
eingetaucht wurde. Nach 16-stiindigem Ruhren bei g5lten sich die beiden Ldsungen
innerhalb und auf3erhalb des Dialyseschlauchs imcl@jewicht befinden, wahrend die

Makromolekiile, wie z.B. Proteine, im Inneren deali@eschlauchs verblieben.

6.6.11. Kolorimetrischer Funktionstest der Phosphor ylcholinesterase (Vollmer
and Tomasz, 2001)

Die Esterase-Aktivitdt des ausk. coli aufgereinigten Pneumokokkenenzyms
Phosphorylcholinesterase (Pce) wurde in einem kog&rischen Funktionstest untersucht.
Dazu wurden verschiedene Mengen 0,I-20 pl  (€&b-Q0 pg) des aufgereinigten Enzyms in
einer 96-well Mikrotiterplatte abgedunkelt fir 10mbei 37°C mit 100 pul des Substrats
p-Nitrophenyl-Phosphorylcholin (1 mg/ml in 0,5 M Kaihphosphatpuffer) inkubiert. Nach
10 min war die Farbreaktion der aktiven Esterasglidd zu erkennen und die Reaktivitat

wurde bei 405 nm im ELISA-Reader analysiert.

6.7. Methoden fur das Arbeiten mit DNA

6.7.1. Isolierung chromosomaler DNA aus S. pneumoniae

Die Isolierung chromosomaler DNA aus Pneumokokk#olgie aus dem Bakteriensediment
einer 30 ml THY-Flussigkultur. Die Bakterien wurdbis zu einer Oy von 0,4 kultiviert
und anschlieRend fur 10 min bei 3500 rpm zentrétigDie Lésungen B1, B2, QBT, QC und
QF wurden nach Anleitung des Herstellers QiagetektrsDas Bakteriensediment wurde in
3,5 ml Losung B1 aufgenommen, welche zuvor mit BBRNAseA (5 mg/ml) supplementiert
wurde. Das resuspendierte Sediment wurde anschiefet 50 pl Lysozym (25 mg/ml),
100 pl Pronase E (25 mg/ml) und 50 pl Mutanolys®900 U/ml) fir 30 min bei 37°C
inkubiert. Durch Zugabe der Enzyme wurde die LyseRbkterienzellen unterstitzt, stdrende
Proteine und RNA wurden abgebaut. 1,2 ml der LésBAgwurden dazugegeben und flr
30 min bei 50°C inkubiert. Eine mit Losung QBT dduierte Genomic-Tipp 100/G-Saule
wurde mit der Bakteriensuspension beladen. DieeS&ukde zweimal mit dem Waschpuffer
QC gewaschen und die bakterielle DNA anschliel3entddem Elutionspuffer QF aus der
Saule eluiert. Mit dem 0,7-fachen Volumen an Isparml wurde die DNA geféllt und fur
30 min bei 5000 x g zentrifugiert, mit eiskalter?@ &thanol gewaschen, nochmals fur 10 min
bei 5000 x g und 4°C zentrifugiert. Die DNA wuraeZ00 ul bidest. kD gelost.
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6.7.2. Plasmidisolierung aus E. coli

Zur Plasmidisolierung aus. coli wurde 1 ml einer Ubernachtkultur fur 3 min bei 6809
zentrifugiert. Das Bakteriensediment wurde in 200fsung 1 (Zusammensetzung der
Losungen siehe 5.8) resuspendiert. Zur Lyse ddwZet wurde die Bakteriensuspension fur
5 min bei Raumtemperatur inkubiert. 400 pul Loésungwarden zugegeben und die
Bakteriensuspension fir 5 min auf Eis inkubiertr Eallung der Membranproteine und der
genomischen DNA wurde Lésung 3 zugeben, sofortrtreré und der Ansatz fir 10 min auf
Eis inkubiert. Die Plasmid-DNA wurde durch eine miittige Zentrifugation bei 16 000 x g
von Membranfraktionen und chromosomaler DNA gette@80 pl der sich im Uberstand
befindenden Plasmid-DNA wurden zum Fallen der DN 780 pl Isopropanol versetzt und
fur 10 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zeniggtion bei 16 000 x g wurde die DNA in
100 pl 70% EtOH gewaschen, wiederum zentrifugierd anschlielend 10 min bei 37°C
getrocknet. Die DNA wurde in 40 pl délgelést und zum Abbau vorhandener RNA mit 1 pl
RNaseA (10 mg/ml) fir 30 min bei 37°C inkubiert.

Zur Isolierung groRer Mengen an Plasmid-DNA wurdiee 20 ml E. coli-Kultur in LB-
Medium angezogen und Uber das E.Z.N.A. Peqlab Rdastidi Kit nach den Angaben des
Herstellers aufgereinigt.

6.7.3. Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente konnen mittels der Agarose-Gelelglittawese voneinander getrennt und
identifiziert werden. Ein Gel aus Agarose formt Biatzwerk aus Poren, durch welches die
negativ-geladenen DNA-Molekile zum positiv geladerl wandern. Die Trennung der
DNA-Molekile erfolgt in Abh&ngigkeit inrer Grol3e.

Je nach der GroRe der zu untersuchenden DNA wudggrbis 2,0%ige Agarose-Gele
verwendet. Die entsprechende Menge Agarose wurdd ix TAE-Puffer suspendiert,
aufgekocht und nach dem Abkuhlen in eine Gelkangegossen. Als Laufpuffer enthielten
die Gelkammern 1 x TAE. Die DNA-Proben wurden vand Auftragen mit 6 x DNA-
Probenpuffer vermischt. Die Auftrennung der Probeolgte bei 120 Volt fur ca. 1 Stunde.
Die aufgetrennten DNA-Fragmente wurden durch dabdrades Gels fir 10 min in einer
Ethidiumbromidlésung (3 pg/ml  Ethidiumbromid in 8§ und der anschlieRenden
Bestrahlung mit einer UV-Lamp € 366 nm) sichtbar gemacht.
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6.7.4. DNA-Elution aus Agarosegelen

Zur Fragmentisolierung aus einem DNA-Gemisch wuti@eDNA in einem TAE-Agarosegel
vorsichtig (ca. 60 V) elektrophoretisch aufgetrenBie DNA wurde durch Farben mit
Ethidiumbromid und durch die Bestrahlung mit eindy-Lampe sichtbar gemacht. Das
gewlnschte Fragment wurde als Agaroseblockchen dams Gel ausgeschnitten. Die
Aufreinigung der DNA-Fragmente erfolgte unter Venstlang des QIAquick Gel Extraction
Kits (Qiagen) oder des E.Z.NAGel Extraction Kits (Peglab) gemaR den Protokoten
Hersteller.

6.7.5. Restriktionsverdau von Nukleinsauren

Fur die Spaltung der chromosomalen DNA oder PladdiNé wurde die DNA mit einem
geeigneten Restriktionsenzym inkubiert. Als Puffarrde der KGB-Puffer oder ein vom
Hersteller empfohlener Puffer (von NEB) verwendgie Restriktion erfolgte fir 2 Stunden

bei 37°C und hatte die folgende Zusammensetzung:

5 pl DNA

1 pl Restriktionsenzym (20 U)

2 ul Restriktionspuffer (abhéngig vom Enzym)
12 pl HO

20 ul Ansatz

6.7.6. Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Zur Herstellung elektrokompetenter Bakterien wuddeiter LB-Medium mit 5 ml einer
Vorkultur vonE. coli M15, DH5x oder XL1-blue angeimpft. Die Bakterien wurden BérC
bis zu einer Oy von 0,6 kultiviert und 15 min bei 3000 x g zenigfert. Das
Bakteriensediment wurde zweimal in einem Liter aisdgm 1 mM HEPES und anschlie3end
in 20 ml 10% Glycerin gewaschen. Die Bakterien vemrdn 2,5 ml eiskaltem 10%igem
Glycerin aufgenommen und in 40 pl Aliquots in fligesn Stickstoff eingefroren und
anschliel3end bei -80°C gelagert.



6 METHODEN 150

6.7.7. Elektroporation von E. coli

Bei der Elektroporation werden Zellmembranen dutat Anlegen einer Spannung kurzzeitig
permeabilisiert. Durch die vortibergehende OffnuagRoren konnen DNA-Molekiile in die
Zelle Ubertragen werden. Fir die Transformationd&ar 50 ng Plasmid-DNA mit 40 pl
kompetenten Bakterien gemischt und fir 5 min awf iBkubiert. Anschlie3end wurde die
Mischung in eine Elektroporationskivette gegebene [Elektroporation erfolgte mit
folgenden Parametern: 2,5 kV Spannung, 25 uF Kajiamnd 4002 Widerstand. Direkt
nach dem Impuls wurden die Bakterien in 1 ml LB-l&d aufgenommen und fir 1 h bei
37°C geschiittelt. Danach wurden die Bakterien aldksiven LB-Agar-Platten ausplattiert
und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

6.7.8. Transformation von S. pneumoniae

S pneumoniae besitzt eine naturliche Kompetenz zur Aufnahme Foemd-DNA. Fur die
Transformation erfolgte die Kultivierung vé pneumoniae in CpH8-Medium bei 37°C. Die
Stamme wurden mit einer Q& von 0,03-0,05 angeimpft und bis zu einer Stamm-
abhangigen zur Transformation optimalen gglxultiviert. S. pneumoniae Typ 35A (NCTC
10319) und der D39 (Typ 2 Stamm) weisen bei ein@g® von 0,15 die hochste
Kompetenzrate auf. Von der Bakterienkultur wurdeémrhil abgenommen und mit 1,5 pg des
Kompetenz-stimulierenden Peptids CSP-1 (D. Morriddniversity of lllinois at Chicago,
Chicago) versetzt. Die Bakteriensuspension wurde 20 min bei 37°C inkubiert und
anschlielend fur 4 min auf Eis gestellt. 250 pl Bekteriensuspension wurden zu 1 pg
Plasmid-DNA gegeben und fur 30 min bei 30°C inkubi®anach folgt eine 90-minutige
Inkubation bei 37°C. AnschlielRend wurde der gesamamsformationsansatz auf selektiven
Blutagarplatten ausplattiert und tber Nacht beiC3ifhi Brutschrank inkubiert. Am nachsten
Tag konnten die gewachsenen Transformanten auf agdumplatten mit erhohter

Antibiotikakonzentration tberstrichen werden unfiraolekularer Ebene tberprft werden.

6.7.9. Polymerase-Kettenreaktion

DNA-Fragmente konnten mittels der Polymerase-Kegtgktion (Polymerase Chain
Reaction, PCR) und der Verwendung geeigneter Oligieotide sowie der Tag-DNA-
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Polymerase amplifiziert werden. Die PCR wurde migéndem Reaktionsgemisch und PCR-
Programm durchgefuhrt:

15 pl KO

2,5 pl 10 x Reaktionspuffer

0,5 ul 10 mM dNTPs

1 pl Oligonucleotid 5’ (20 pmol)

1 pl Oligonucleotid 3’ (20 pmol)

0,4 pl Tag-DNA-Polymerase rekombinant
0,08 U (Invitrogen)

1 ul DNA

0,75 ul 25 mM Mgdl

22,15 pl Ansatz

Fur die Amplifizierung wurde folgender Reaktionskgverwendet:

Start: 95°C 7 min

Denaturierung: 95°C 30 sec

Hybridisierung: X 1 min 30 Zyklen
Polymerisation: 72°C Y min

Finale Elongation: 72°C 4 min

Die Hybridisierungstemperatur (X) °C wurde in Ab#gkeit der Oligonukleotide etwa 5°C
unterhalb ihrer Schmelztemperatur gewahlt. Die Relysationsdauer (Y) min wurde in
Abhangigkeit von der Lange des zu amplifizieren&emgments gewahlt (1 kbl min). Die
erhaltenen Produkte wurden durch die Agarose-QGetelghorese Uberprift.

6.7.10. Digoxygenin (DIG)-Markierung von Oligonukle  otiden

Zur Herstellung von nicht-radioaktiven DNA-Sondenurden DNA-Fragmente mit
Digoxygenin markiert, um sie zum Nachweis von hamgeh Sequenzen in der DNA-DNA
Hybridisierung einsetzen zu kénnen. Die Markierwa®y linearen DNA erfolgte durch den
Einbau von Digoxygenin-dUTP wahrend einer PCR. ZDstektion dieser markierten

Fragmente wurde ein an alkalische Phosphatase pekep polyklonaler Schaf-anti-DIG
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Antikorper verwendet, der mit dem Substrat CSPD giexte. Die enzymatische
Dephosphorylierung Ioste eine Lichtemission aus, alif einem RoOntgenfilm als positives
Signal sichtbar gemacht werden konnte.

Die DIG-Markierung in der PCR wurde mit folgenderaaRtionsgemisch durchgefihrt:

0,6 pl MgCh (50 mM)

2 ul 10 x Reaktionspuffer

2 ul DIG-Labeling Mix (200 uM dNTPS)
1 pl Oligonukleotid 5’ (20 pmol)

1 pl Oligonukleotid 3’ (20 pmol)

0,2 ul Tag- Polymerase (Invitrogen)

1 ul DNA

ad 20 pl bidest. $0

Die erhaltenen Produkte wurden durch die Agarodel&@drophorese Uberprift. Durch die
markierte Sonde weist das DNA-Fragment ein leiertmdertes Laufverhalten auf. Vor dem
Einsatz in der Southern-Analyse wurde die Sondedamh QlAquick PCR-Purification Kit
aufgereinigt.

6.7.11. DNA-Sequenzierung

Sequenzierungen wurden nach der Sanger-Methodehavetlas Kettenabbruchverfahren zu
Grunde liegt, durchgefuhrt (Sanggral., 1977). Die Reaktionen mit den zu sequenzierenden
DNA-Proben wurden in einem PCR-Gerat in AnwesenBpgzifischer Oligonukleotide,
Desoxynukleotide und markierter DidesoxynukleotfddNTPs), bei dessen Einbau es zum
Kettenabbruch kommt, durchgefuhrt.
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Standardgemalf’ wurde folgender Reaktionsansatz iewah

2 1l Premix (Dye-ddNTPs, Ampli-Tag-Polymerase, dNVIR)
2 1l 5 x Reaktionspuffer

1 pl Plasmid-DNA bzw. PCR-Produkt

1 pl Oligonukleotid (10 pmol)

ad 10 ul HO

Fur die Sequenzierreaktion wurden folgende Einstgén gewahlt:

Start: 94°C 3 min

Denaturierung: 94°C 30 sec

Hybridisierung: Xe°C 15 sec 25 Zyklen
Polymerisation: 60°C 4 min

Die Hybridisierungstemperatur (X) °C wurde in Ab#gkeit der Oligonukleotide etwa 5°C
unterhalb ihrer Schmelztemperatur gewahlt. Nach 8equenzierreaktion wurde der
Reaktions-Ansatz mit einer Ethanol-Fallung aufgegti Dazu wurden dem Reaktionsansatz
90 pul bidest KO, 10 ul 3 M Natrium-Acetat (pH 4,6) und 250 pl ¥WE&thanol zugegeben.
Die DNA wurde fir 15 min bei 16 000 x g gefallt,rdgberstand entfernt und mit 250 pl
70%igen Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zenttitugdei 16 000 x g fur 5 min wurde
das Ethanol vollstandig entfernt. Die DNA wurdergeknet und in 25 pl Sequenzier-Puffer
der Firma ABI aufgenommen. Die Analyse der Sequafaigte automatisch in einem ABI-

Sequenziergerat.

6.7.12. Ligation und Klonierung von PCR-Fragmenten in Vektoren

Bei der Ligation werden durch eine enzymatischekRaea doppelstrangige Nukleinséduren
unter Bildung einer Phosphodiester-Bindung mitedieanverknipft. Durch die Ligation
werden PCR-Fragmente in ein linearisiertes Plasimidgriert, welches als Vektor zur
Transformation eingesetzt werden kann. In diesebeir wurde die T4-DNA-Ligase
(Invitrogen) aus dem T4-Phagen verwendet. Dieseaddgligiert sowohl glatte als auch
Uberhdngende Enden bei 12-14°C.
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Reaktionsansatz einer Ligation:

5 ul 2x Rapid Ligation Buffer
100 ng Vektor-DNA

1 pl PCR-Produkt

1 pl T4 DNA-Ligase

ad 10 pl bidest. H0

Die Ligation erfolgte fur mindestens 16 StundenI&#iC.

6.7.13. Southern-Blot

Ziel des Southern-Blots ist es, DNA-Fragmente,zdieor mittels Agarose-Gelelektrophorese
aufgetrennt wurden, auf eine positive geladene mylembran zu fixieren, um durch
Hybridisierung mit markierten Sonden einzelne DNw&dgimente spezifisch nachweisen zu
konnen.

In dieser Arbeit wurde genomische DNA aagpneumoniae Stammen Uber Nacht mit dem
Restriktionsenzym Hindlll  geschnitten. Die  DNA-Fragmente  wurden  durch
Gelelektrophorese der GréfRe nach aufgetrennt unigtlsnder Vakuum-Blot-Methode auf
eine Nylonmembran Ubertragen. Vor dem DNA-Transfarde die Nylonmembran fur 1-2
min in H,0 bidest. und anschlief3end fir 5 min in 20 x SS€Clgwenkt. Die Nylonmembran
wurde auf den Vakuumblotter gelegt und mit eineGielgrof3e zugeschnittenen Schablone
bedeckt. Das Gel wurde dartiber gelegt und fir I5 mir Depurinierung mit Lésung A
bedeckt. Das Vakuum wurde auf 50 mbar eingestiitch vollstandiger Depurinierung
wurde die restliche Losung A abgesaugt und anddéiieé wurde die DNA flr weitere 15 min
mit Losung B denaturiert. Nach 15 min wurde dietlidse Lésung B abgesaugt und fir
15 min mit Losung C neutralisiert. Nach der Neugrafung wurde die Lésung C durch 20 x
SSC ersetzt und die DNA fur 90 min auf die Nylonrbeam transferiert. AnschlieRend wurde
das Vakuum abgestellt, das Gel entfernt und die Mamzum Denaturieren 30 sec in 0,4 N
NaOH gelegt. Es folgte ein Neutralisationsschiitt30 sec in 0,2 M Tris-HCI (pH 7,5). Nach

kurzem Antrocknen wurde die DNA mit dem UV-Croskén auf der Nylon-Membran fixiert.
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6.7.14. DNA-DNA-Hybridisierung

Die Hybridisierung mit einer DIG-markierten DNA-Si# ermdglichte die Detektion
homologer und nicht-homologer DNA-Sequenzen inalerkines Genoms.

Die Nylonmembran wurde fir 2 Stunden bei 42°C inglHEDS-Puffer &aquilibriert.
AnschlieRend wurde die einzelstrangige DIG-markiddNA-Sonde (10 ng/ml) und 50 pl
einzelstrangige Heringssperm-DNA zur Hybridisiersidbgung gegeben. Die Hybridisierung
erfolgte im Hybridisierungsofen bei 42°C Uber Nadkg folgten jeweils zwei Waschschritte
fur 15 min bei 30°C mit 2 x SSC/0,1% SDS und furtere 15 min bei 60°C mit 0,1 x SSC /
0,1% SDS. AnschlieBend wurde die Membran fur 5 mitWaschpuffer geschwenkt und
30 min mit dem Absattigungspuffer inkubiert. Nadr dbsattigung wurde die Membran mit
dem anti-DIG Antikérper in der Verdinnung 1:10 08@ 30 inkubiert. Durch zwei
15 minttige Waschschritte mit Waschpuffer wurdemgabundene Antikorper entfernt. Die
Membran wurde 2 x fur jeweils 5 min mit Detektionfier aquilibriert. Anschlie3end wurde
das Substrat CSPD in einer 1:100 Verdinnung zu DBetektionspuffer gegeben und fiur
5 min inkubiert. Die Membran wurde in Frischhallefceingeschlagen und zur Verstarkung
der Enzymreaktion fur 15 min bei 37°C inkubiert.r ZDetektion der Signale wurde ein

Rontgenfilm aufgelegt und entwickelt.

6.7.15. Herstellung einer kapsellosen Pneumokokken Mutante

In der bereits kapsellosen Mutante des bekapsédlt&iR4 (Serotyp4) (F. lanelli, Siena)
wurden die Gene des Kapsellokus durch eine Kananiyesistenz-Kassette ersetzt. Die
flankierenden GenedexB und aliA, des ursprunglich intakten Kapsellokus sind noch
vorhanden. Zur Herstellung einer kapsellosen Metdes D39 (Serotyp2) wurde mittels PCR
mit dem Primer-Paar dexBRliAR, amplifiziert, als Template diente chromosomale DNA
des Tigré\cps. Primer dexBFE bindet an DNA-Sequenzen ddexB-Gens von Position 171
und 194 (+Strang, das A im Startcodon von dexB-13t Primer aliAR bindet an Sequenzen
desaliA-Gens von Position 1544 bis 1521 (-Strang). Der D8Rityp (P165) wurde mit dem
aufgereinigten PCR-Produkt transformiert und aneBlend Kanamycin-resistente
Transformanten selektioniert. Eine spezifischedragon des DNA-Fragments wurde durch
eine Southern-Blot-Analyse mit einalexB-spezifischen Sonde Uberprift. Zur weiteren
Charakterisierung der Mutante wurde eine Serotgpisig am Nationalen Referenzzentrum
fur Streptokokken (Prof. Reinert, Aachen) durchyefii
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7.2.  Abkirzungsverzeichnis

Abklrzung Beschreibung

Abb. Abbildung

ABTS 2,2-azinobis(3-ethylbenzthiazolinesulfonicdhci

APS Ammoniumperoxiddisulfat

Arg Arginin

Asp Aspartat

AS Aminoséure

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

ca. circa

CDM chemisch definiertes Medium

CFU colony-forming units

cps capsular polysaccharide

CSP Competence stimulating peptide

CSPD Disodium 3-(4-methoxyspirol {1,2-dioxetan-32-chloro)
tricyclo [3.3.1.%] decan}-4yl) phenylphosphat

C Cytosin

Da Dalton

d.h. das heil3t

ddH,O destilliertes Wasser

dHO deionisiertes Wasser

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Mischung aus dATP, dCTP, dGTP und dTTP

ECM extracellular matrix

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EM Elektronenmikroskopie

FBS bovines Kalberserum

FITC Fluorescein-Isothiacyanate

g Gramm

G Guanin
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Abktrzung

GlcNac
Gly
GMFI
h

g
IPTG
kb

kDa

Konz.

LB
Lsg.
LTA

MDP
MFI

mg

min

ml

mM
MOI
MurNac
MW

Hg
ul

NADH
nm
n.s.
oD

Beschreibung

N-Acetylglukosamin

Glycin

geometric mean fluorescence intensity

Stunde

Immunglobulin
Isopropylthiop-galactosid
Kilobasenpaare
Kilodalton

Konzentration

Liter

Luria Bertani

Loésung

lipoteichoicacid
molar(mol/l)

milli (10°%)
Muramyl-Dipeptid

mean fluorescence intensity
Milligramm

Minute

Milliliter

millimolar

multiplicity of infection
N-Acetylmuraminsaure
Molekulargewicht

mikro (10°

Mikrogramm

Mikroliter

nano (10)
Nikotinamidadenindinukleotid
Nanometer

nicht signifikant
Optische Dichte
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Abktrzung

PAGE
PCR
PG
PVDF
RNA
rpm
RT
SDS
sPG
TSP1
T
Tab.
TEMED
THY
TRIS
TRIS-HCL
U

u.a.

\%

vgl.
WTA
X-Gal
z.B.

Beschreibung

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Polymerasekettenreaktion
Peptidoglykan
Polyvinylidinfluoride
Ribonukleinsaure
rotations per minute
Raumtemperatur
Natriumdodecylsulfat
soluble Peptidoglykan
Thrombospondin-1
Thymin

Tabelle
Tetramethylethylendiamin
Todd Hewitt Broth

Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan
Tris- (hydroxymethyl)-Aminomethan-Hydrochid

Unit (Enzymeinheit)

unter anderem

Volt (Einheit der Spannung)
Vergleiche

wallteichoicacid

5-Bromo-4-Chloro-3-indoyg-D-galactopyranosid

zum Beispiel

171



7 ANHANG

7.3. Verbrauchsmaterial

Die Hersteller bzw. Vertreiber von bendtigtem Veworhsmaterial sind in der folgenden

Auflistung angegeben:

Verbrauchsmaterial

Einmalpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)
Falcon-Rohrchen (15 ml und 50 ml)
Handschuhe

Injektionskanule

Micro Spin™ S-400 HR Saule
Mikrotiterplatten (Maxisorp F96)
Mikrotiterrohrchen MC10
Nitrocellulosemembran
Nylonmembran

Parafilm

Pasteur-Pipetten
PCR-Reaktionsgefalie (0,5 ml)
Petrischalen

PD 10-Saule

Hersteller bzw. Vertreiber

Greiner
Greiner
AsidBonz
Rose GmbH
Amersham
Nunc
Hartenstein
Macherey-Nagel
Machery-Nagel
ANC
Brand
ABgene
Greiner

Pharmacia

Pipettenspitzen Easy Load (200 pl und 1000 pl)  rigrei

Pipettenspitzen 10 ul

Plastikktvetten 1 ml
Polyethylenschlauch (0,28 x 0,61 mm)
PVDF-Membran

Reaktionsgefalle (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)
Rontgenfiime

Skalpellklingen

Steril-Filter (0,2 pm)
Whatman-Filterpapier
Zellkulturflaschen (25 cf)
Zellkulturplatte (4-well, 24-well, 96-well)
Zentrifugenrdhrchen (12 ml)

Starlab
Brand
Hartenstein
Millipore
Sarsted
Amersham
Braun
Schleicher und Schdll
Schleicher und Schull
Greiner
Nun&reiner

Greiner
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Verbrauchsmaterial Hersteller bzw. Vertreiber

Vinyl-Handschuhe Ansell

7.4. Proteine und Chemikalien

Die Hersteller bzw. Vertreiber von benétigten Chiathen sind in der folgenden Auflistung

angegeben:

Proteine und Chemikalien Hersteller bzw. Vertreber
ABTS Boehringer
Aceton Roth
Acrylamid-N, N-Methylen-Bisacrylamid Roth
Agar-Agar Difco
Agarose Peqglab, Seekem
Aktivkohle Roth
Ampicillin Sigma
Ammonium-Persulfat BioRad
Bacto-Agar Difco
Bacto-Trypton Difco
Blockreagenz Roche
Blutagarplatten Oxoid
Bromphenolblau Applichem
BSA Biolabs
Chloramin T Sigma
Chloronaphtol Sigma
Kollagen IV Sigma
Coomassie Brilliant BIu&' R250 BioRad
CSPD Roche
Glukose Applichem
DMEM PAA

Dimethylsulfoxid Sigma
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Proteine und Chemikalien

ECL-Reagenz
EDTA
Erythromycin
Eisessig

Ethanol
Ethidiumbromid
Ficoll

Fibronektin
Fibrinogen
Gelatine

Glycerin

Glycin

Harnstoff
Hefe-Extrakt
Heparansulfat
Heparin
Heparitinase
Hering Sperm DNA
Hirudin
Histopaque
Immersionsol
Isopropyl$-D-Thiogalactopyranosid
Isopropano

KCL

KH,PO,

KoHPO,
Laktoferrin
Laminin

Lysozym
Magermilchpulver

Maleinsaure

174

Hersteller

Amersham
Applichem
Sigma
Baker
Merck
Applichem
Sigma
ICN
Sigma
Sigma
Merck
Applichem
Roth
Roth
Sigma
ICN
Sigma
Gibco
Sigma
Sigma
Zeiss
Roth
Baker
Roth
Sigma
Sigma
Sigma
Roche
Applichem
Applichem
Applichem
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Proteine und Chemikalien

Mannosidase
Mercaptoethanol
Methanol
Moviol
Mutanolysin
Natriumacetat
Natriumcitrat
NacCl

NaHPO,
NaH,PO,
NaOH

Natriumperiodat

p-Nitrophenyl-Phosphocholin

Ammoniumacetat
Paraformaldehyd
Pepton

Penicillin/Streptomycin-Losung

pH-Meter Kalibrierlésungen

PMSF
PNGase F
Pronase E
Proteinase K
RNAseA
Salzsaure
SDS
Spectinomycin
Stickstoff
Syto 13
TEMED
Tetracyclin
Thrombin

Hersteller

Sigma
Sigma
Roth
Aldrich
Sigma
Applichem
Merck
Roth
Merck
Merck
Roth
Aldrich
Sigma
Riedel de Haen
Fluka
Roth
PAA
Sigma
Applichem
Sigma
Merck
Sigma
Serva
Roth
Roth
Sigma
Linde
Molecular Probes
Roth
Serva

Sigma
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Proteine und Chemikalien Hersteller
Thrombospondin-1 Calbiochem; HTI; S. Niemaviinster
Todd Hewitt Broth Roth

Tris Applichem
Triton-X-100 Applichem
Trockenmilchpulver Applichem
Trypton Roth
Trypsin/EDTA Gibco
Tweer? Sigma
Wasserstoffperoxid Merck
7.5. Gerate

Die Hersteller bzw. Vertreiber von bendétigten Gemnasind in der folgenden Auflistung

angegeben:

Gerate Hersteller
Agarosegel-Elektrophoresekammer Gibco

Autoklav Tecnomara
Brutschrank 37°C, 30°C Heraeus
Eismaschine Ziegra
Elektroporationsgerat BioRad
Elektroporationskivetten Peglab
ELISA-Reader Thermo Labsystems
FACSCalibuf" Becton Dickinson
Feinwaage Chyo

Fluoroscan Ascent Reader Thermo Labsystems
French Pressure Cell Press SLMAminco
Gefrierschranke Privileg

Gel Air Drying System BioRad

Heizblock Eppendorf



7 ANHANG

Gerate

Hybridisierungsofen
Inkubationsschuttler
Kihlschranke
Magnetruhrer
Mikrowelle
PCR-Thermocycler
pH-Meter CG 804
Quarzkivetten
Schuttler
SDS-Gelkammer
Semi-Dry-Trans-Blot SD
Steril-Werkbank
Thermomixer
Tiefkuhlschrank
Ultraschallgerat
UV-Stratalinker
Vakuum-Dot-Spot
Video-Dokumentation
Vortex-Genie
Waage
Wasserheizbad
Wasserstrahlpumpe
Zahlkammer

Zentrifugen

Hersteller

Hybaid
HAT
Privileg
Ikamag
AEG

Hybaid
Schott
Hellma
Marienfeld
Peglab
BioRad
Nunc
Eppendorf
Privileg

B. Brown
Stratagene
BioRad
Herolab
Hobein AG
Navigator
GFL

Knf Laboport

Neubauer, Thoma

Sorvall, Eppendorf, Heraeus
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7.6. Thrombospondin-1-Modell

7.6.1. Strukturmodell des Thrombospondin-1

Doméne: EGF-homolog,
Domaéane: HBD Typ 2
Funktion: Heparin-Bindung, Funktion: Zelladhasion,
Zelladhésion, Regulation der Protein-Bindung Domane: GCT
Zellproliferation, Endozytose von Rezeptoren: Funktion.' Zelladhasion
TSP1, Thrombozytenaggregation Plasminogen, Fibrinogen, Thrombo.zytenaggregati;)n
: - i -Integri
IIj_ez_eptoren HSPG, B,-Integrine, B;-Integrine Rezeptoren: CDA7
ibrinogen ¢
¢ SS l
NH, COOH
/ Domaéne: Properdin-homolog, Domane: Typ 3
Doméne: Prokollagen- Typ 1 Funktion: Calcium-Bindung,
homolog Funktion: Heparin-Bindung, Zelladhasion
Funktion: Oligomerisation, Zelladhéasion, TGFB- Rezeptoren: q,Bs, o83
Inhibition der Angiogenese Aktivierung, Induktion von

Apoptose, Inhibition der
Angiogenese, Protein-Bindung
Rezeptoren: Kollagen V,
Fibronektin, Laminin, CD36,
HSPG

Signal Heparin-Bindungs Domé el.
t4.Typ 3
repeat 5. Typ 3 repea site LysM-MdEk/

Terminus

Abb. 48: Struktur, Funktion und Rezeptoren der Domanen vmombospondin-1.
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7.6.2. Nukleotid- und Aminosauresequenz von Thrombo  spondin-1

Accessi on: NM 003246

10 20 30 40 50 60
U U T [ IO (S IRV I ISR U I I
at ggggct ggcct ggggact aggegt cct gt t cct gat gcat gt gt gt ggcaccaaccgce
M GL A WGL GVLFULMHYVYIZCGTNR

70 80 90 100 110 120
U Y IV ISR IO ISP ISR (SO IO IO ISP I
at t ccagagt ct ggcggagacaacagcgt gt t t gacat ct t t gaact caccggggccgcc
Il P E S GGDNSV F DI F EL T GAA
130 140 150 160 170 180

A DR D I I A [ N D N I B
cgcaaggggt ct gggcgccgact ggt gaagggccccgaccct t ccagcccagcetttccge
R K GS GRRLVKGWPIDUPSSZPATFR

190 200 210 220 230 240
AU R D [ P A I I D DU R B
at cgaggat gccaacct gat cccccct gt gcct gat gacaagt t ccaagacct ggt ggat
I E DA NULI P PV P DUDI KU F QDL V D
250 260 270 280 290 300

U N IO ISR I IDRPPON ISR (SO IO IO ISP I
gct gt gcgggcagaaaagggt tt cct cctt ct ggcat ccct gaggcagat gaagaagacc
AV RAEKGFLLULASLIROQQMIKK T

310 320 330 340 350 360

AU R T [ IO N I I D (DN I I
cggggcacgct get ggccct ggagcggaaagaccact ct ggccaggt ct t cagegt ggt g
R G T L L AL ERIKWIDHSGOQQVF S VYV

370 380 390 400 410 420
P P T e P D I N I D B

féééatQgcaaggcgggcaccctggacctcagcctgaccgtccaaggaaagcagcacgtg
S NGKAGTULODUL SL TV QGK QH V

430 440 450 460 470 480
U U B IS [P (SN I I IS DR IR I
gt gt ct gt ggaagaagct ct cct ggcaaccggccagt ggaagagcat caccctgtttgtg
VvV S VEEALLATGOQWIK S I T L F V

490 500 510 520 530 540
AU U B [ ISR (AN I I R (DN I I
caggaagacagggcccagct gt acat cgact gt gaaaagat ggagaat gct gagt t ggac
Q EDRAQL Y Il DCEJIKMMENATETL D

550 560 570 580 590 600

U Y IO IS IS ISRPIPION ISR (SO IO I ISP I
gt ccccat ccaaagcgt ctt caccagagacct ggccagcat cgccagact ccgcat cgca
v P 1 Q SV FTIRUIDLASI ARL RI A
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610 620 630 640 650 660

AU R T [ IR N IR I D (RN I I
aaggggggcgt caat gacaat t t ccagggggt gct gcagaat gt gaggt tt gt cttt gga
K GGV NIDNUFQGVUL QNVRFV F G

670 680 690 700 710 720

U Y IV IS IO ISRUIPRON ISR (PPN IS IR ISP I
accacaccagaagacat cct caggaacaaaggct gct ccagct ct accagt gt cct cctc

T T P E DI L R NKGUCS S ST SV L L
730 740 750 760 770 780

U I B IS IO (SN IV IS ISR DR I I
accctt gacaacaacgt ggt gaat ggt t ccagccct gccat ccgcact aact acat t ggc

T L DNNVV NGSSPAI RTNY I G
790 800 810 820 830 840

U Y IV IS ISR IDRUIPION ISR (SUIUN IO I ISP I
cacaagacaaaggact t gcaagccat ct gcggcat ct cct gt gat gagct gt ccagcat g

HKTKIDULOQAI CGI S CDEL S S M
850 860 870 880 890 900

AU R B [ IO (U IR I IS (DN I
gt cct ggaact caggggcct gcgcaccat t gt gaccacgct gcaggacagcat ccgcaaa

VvV L EL RGLRTI1I VTTUL QDS I RK
910 920 930 940 950 960

AU R T [ IR N IR I D (PN I I
gt gact gaagagaacaaagagt t ggccaat gagct gaggcggcct cccct at gct at cac
V TE E N K E L A NEUL RRWPWPUL CY H

970 980 990 1000 1010 1020
N P T P P P DR D D D D B

éécggagttcagtacagaaataacgaggaatggactgt gat agct gcact gagt gt cac
N GV QY RNNUEIEWTV DS CTE CH

1030 1040 1050 1060 1070 1080
AU S D I P A I I R DU IR I
t gt cagaact cagt t accat ct gcaaaaaggt gt cct gccccat cat gccct gct ccaat
CQNSVTI CKIKVSCPI MPCSN
1090 1100 1110 1120 1130 1140

U N IO IS ISR ISP ISR (SO IOV IR ISP I
gccacagt t cct gat ggagaat gct gt cct cget gt t ggcccagcegact ct gcggacgat
ATV P D GETCCZPWRTCWZPSDSAD D

1150 1160 1170 1180 1190 1200

A U B I I A I I D U I I
ggct ggt ct ccat ggt ccgagt ggacct cct gt t ct acgagcet gt ggcaat ggaat t cag

GWSPWSEWT S CST S CGNGI Q
1210 1220 1230 1240 1250 1260

N P PR T A T D B R D B

cagcgcggcecgct cct gc atagcctcaacaaccgatgtgaégéctéctcggtccagaca
Q R GR S CDSULNNIRTZCETGS SV QT
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1270 1280 1290 1300 1310 1320
AU R T I P R T I R DU N B
cggacct gccacat t caggagt gt gacaagagat t t aaacaggat ggt ggct ggagccac
K R F K QDG G WS H

1330 1340 1350 1360 1370 1380
U N IO IS A ISP ISR (SO ISR I U I
t ggt ccccgt ggt cat ct t gt t ct gt gacat gt ggt gat ggt gt gat cacaaggat ccgg
WS P WS SCSVTC CGDGVYI TRI R
1390 1400 1410 1420 1430 1440

A DR D I I R N I DI U B B
ct ct gcaact ct cccagcccccagat gaacgggaaaccct gt gaaggcgaagcgcgggag
L C NS P S P QMNGIKUPICUEGEARE

1450 1460 1470 1480 1490 1500
N T P P P P D Lol o]

accaaagcct gcaagaaagacgcct gccccat caat gg ggﬁfggggiéctiggtcécca
T K A C K K D A C P I

1510 1520 1530 1540 1550 1560

AU S B R D R I I DU DU N B
t gggacat ct gt t ct gt cacct gt ggaggaggggt acagaaacgt agt cgt ct ct gcaac

1570 1580 1590 1600 1610 1620
N S P P P P D Lol

aaccccacaccce gtfiggaggﬁaaggactgcgttggfgéigiaacagaaaaccagatc

1630 1640 1650 1660 1670 1680
U N IO IS A ISP ISR (PPN IOV I PPN I
t gcaacaagcaggact gt ccaat t gat ggat gcct gt ccaat ccct gettt gccggegt g
I

1690 1700 1710 1720 1730 1740

AU R D I R R I I DR U I B
aagt gt act agct accct gat ggcagct ggaaat gt ggt gctt gt ccccct ggt t acagt

1750 1760 1770 1780 1790 1800
U N IS IS [ ISP ISR (SO IS I ISP I
ggaaat ggcat ccagt gcacagat gt t gat gagt gcaaagaagt gcct gat gcctgcettc
T
1810 1820 1830 1840 1850 1860

ééccacaatggagagcéccggtgtgagaacacggaccccggctacaééfgcétgccct c

1870 1880 1890 1900 1910 1920
P P P P P e e Lol

cccccacgcett caccggcet cacagecct t cggccagggt gt cgaacat gccacggeccaac
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1930 1940 1950 1960 1970 1980
P P S P T D I B A I I

aaacaggt gt gcaagccccgt aacccct gcacggat gggacccacgact gcaacaagaac

1990 2000 2010 2020 2030 2040
P P T P D e e D e P D

QéééagfQéaaétacctgggccactatagcgaccccatgtaccgctgcgagtg aagcct

2050 2060 2070 2080 2090 2100

AU U B I IR N I I R U I I
ggct acgct ggcaat ggcat cat ct gcggggaggacacagacct ggat ggct ggcccaat

E DT DL D G WP N

2110 2120 2130 2140 2150 2160
U N IO IS [ ISP ISR (SO ISR I ISP I
gagaacct ggt gt gcgt ggccaat gcgact t accact gcaaaaaggat aat t gccccaac
E NL V CVANATYHZ CI KK KIDNTZCUPN

2170 2180 2190 2200 2210 2220

AU R T I IO R T I S DU I I
cttcccaact cagggcaggaagact at gacaaggat ggaat t ggt gat gcct gt gat gat
L P

2230 2240 2250 2260 2270 2280
U e T IS T ISP IO (SO IO I ISP I
gacgat gacaat gat aaaat t ccagat gacagggacaact gt ccat t ccat t acaaccca
N P

2290 2300 2310 2320 2330 2340

Qéféaéféfgaéfétgééégaéétgatgtgggééaccgctgtgacaaéfgtcc t acaac

2350 2360 2370 2380 2390 2400
N R P P P I R D D D B

éécaacccagatcaggcagacacagacaacaatggggaaggagacgééfthctgcag c

2410 2420 2430 2440 2450 2460
| P T T e Lol

éifgaiggégaﬁggtatcctcaatgaac ggacaactgccééfécgf&facééigtggéc

2470 2480 2490 2500 2510 2520

AU U U I I A (R I R U I I
cagagagacact gat at ggat ggggt t ggagat cagt gt gacaat t gcccct t ggaacac

2530 2540 2550 2560 2570 2580

U N O IS A ISP IO (SO IO IO ISR I
aat ccggat cagct ggact ct gact cagaccgcat t ggagat acct gt gacaacaat cag
N P D QL DS D S DI RI G DT CUDNDNN Q
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2590 2600 2610 2620 2630 2640
A S B I N I I R DR DU I B
gat at t gat gaagat ggccaccagaacaat ct ggacaact gt ccct at gt gcccaat gcc
DI DEUDGHU QONNILIDNTCGCUZPY V P NA
2650 2660 2670 2680 2690 2700

U N IO IS IR ISP ISR (SO IO I ISP I
aaccaggct gaccat gacaaagat ggcaagggagat gcct gt gaccacgat gat gacaac
N Q A DHUDI KD G KGUDA AT CU DU HT DD D N

2710 2720 2730 2740 2750 2760
AU U D I R A I I U U N B
gat ggcat t cct gat gacaaggacaact gcagact cgt gcccaat cccgaccagaaggac
D GI P DDIKW DNZ CRLVPNUZPUDOQOK D
2770 2780 2790 2800 2810 2820

U N ISR IS (SRR ISP ISR (SO IS I ISP I
t ct gacggcgat ggt cgaggt gat gcct gcaaagat gat ttt gaccat gacagt gt gcca
S D GDGRGUDATCIKUDU DU FDUHUD S V P

2830 2840 2850 2860 2870 2880
AU U D I P R I I R DU IR I
gacat cgat gacat ct gt cct gagaat gt t gacat cagt gagaccgatttccgccgattc
DI DDI C€CPENVIDI S ETDUZFIRRF
2890 2900 2910 2920 2930 2940
U N T IS I ISP IO (PO IO I ISP I
cagat gat t cct ct ggaccccaaagggacat cccaaaat gaccct aact gggt t gt acgce
Q ™MI P L DPKGT S QNUDUPNWYVY VR
2950 2960 2970 2980 2990 3000

U N IO ISR IO ISP ISR (SO IO I ISP I
cat cagggt aaagaact cgt ccagact gt caact gt gat cct ggact cgct gt aggt t at
H Q G K EL V QTVNZGCUDUWPUGLAVYVSGY

3010 3020 3030 3040 3050 3060
AU R B I U N I I U DN I I
gat gagt t t aat gct gt ggact t cagt ggcacctt ctt cat caacaccgaaagggacgat
DEFNAVDU F S GTFF I NTER DD
3070 3080 3090 3100 3110 3120

U R IS ISR IR IORUIPEON ISR (SUIUN ISR IR ISP I
gact at gctggatttgtctttggct accagt ccagcagccgcettttat gttgtgat gt gg
DY A GFVFGY QS S SRVFYVV MW

3130 3140 3150 3160 3170 3180
N T P T R T I B

éégcaagtcaccc giééfaciQégacaccaaccccacgagggctcagggatactcgggc
K QVTQSYWDTNPTIRAOQOGY S G

3190 3200 3210 3220 3230 3240
B T T T T P e P P

éiiictéiéa&ééitgf&éaciccaccacagggcctggcgagcacctgcggaa gccctg
L SV KV VNSTTGPGIEMHTLIRNAL
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3250 3260 3270 3280 3290 3300
P P T T P B I B I D B

fQééacécaggaaacacccctggccaggtgcgcaccctgtggcatgaccctcg cacata
WHTGNTPGQQVRTL WHUDP R H I

3310 3320 3330 3340 3350 3360
U Y IO ISR IO ISP IO (PO IOV I ISP I
ggct ggaaagat t t caccgcct acagat ggcgt ct cagccacaggccaaagacgggtttc
GWKUIDZFTAYIRWRIL SHIRPKT G F

3370 3380 3390 3400 3410 3420
AU R B I D N I I DR N B B
at t agagt ggt gat gt at gaagggaagaaaat cat ggct gact caggacccat ct at gat
I R VV MY E G KKI MADSGUPI1I Y D
3430 3440 3450 3460 3470 3480

U Y IV IS [ IO ISR (SO IO IO ISP I
aaaacct at gct ggt ggt agact agggttgtttgtcttctct caagaaatggtgttcttc
K T Yy AGGRLGLFVEF S QEMVF F

3490 3500 3510
A B I I U B B
t ct gacct gaaat acgaat gt agagat ccct aa
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