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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Bakteriologische und serologische Einordnung von S.
pyogenes

Die Bakterienspezies Streptococcus pyogenes (S. pyogenes) wird innerhalb der
Ordnung der Lactobacillales der Familie der Streptococcaceae zugeordnet. Die
Streptokokken sind grampositive, unbewegliche, nicht sporenbildende Bakterien.
S. pyogenes gehdrt aufgrund seiner Fahigkeit, Erythrozyten zu lysieren, in die
Gruppe der pB-hdmolysierenden Streptokokken. Kolonien auf Blutagar sind durch
den mit dem Bakterienwachstum einhergehenden Hamoglobinabbau von einem
klaren Hamolysehof umgeben. Die kugelférmigen Streptokokken teilen sich nur in
einer Ebene. Das fuhrt zur Bildung von Ketten unterschiedlicher Lange, auf die die
Namensgebung zuriickgeht (oTpemTog = griechisch: Kette; kokkog = griechisch:
Kern, Korn).

Rebecca Lancefield fihrte 1933 eine immunologisch-serologische Klassifikation
der Streptokokken anhand unterschiedlicher Zellwandpolysacharide ein (51).
Danach zahlt S. pyogenes zu den Gruppe-A-Streptokokken (GAS). GAS zeichnen
sich durch einen komplexen Nahrstoffbedarf aus und tolerieren fir ihr Wachstum
nur ein enges pH-Wert- und Temperaturspektrum. lhr Stoffwechsel ist fakultativ
anaerob. Zur epidemiologischen Einordnung wird S. pyogenes in verschiedene
Serotypen unterteilt. Das am haufigsten dazu eingesetzte Antigen ist das M-
Protein, ein C-terminal verankertes Oberflachenprotein mit hypervariablen
Sequenzabschnitten im N-terminalen Bereich. Anhand dieser variablen Abschnitte
und deren Reaktivitdt gegenlber Typ-spezifischen Antisera wird die Einteilung
vorgenommen. In Ergédnzung zur serologischen Einteilung hat sich in den letzten
Jahren die emm-Typisierung auf Grundlage der emm-Gensequenz etabliert. Bis

heute sind tber 120 verschiedene M-Typen bekannt (20).
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1.2 Klinische Bedeutung von S. pyogenes

121 Vorkommen

Der Mensch ist der einzige natlrliche Wirt fir S. pyogenes. Abhdngig von
Lebensalter, saisonalen Einflissen und geographischen Bedingungen kdénnen
10% bis 30 % einer lokalen Population mit dem Bakterium besiedelt sein (32, 36,
75). Typische Kolonisationsorte sind Haut und Schleimhdute, v. a. der

Nasopharynxbereich.

1.2.2 Typische durch S. pyogenes hervorgerufene Krankheitsbilder

S. pyogenes ist einer der haufigsten bakteriellen Krankheitserreger. Er ist in der
Lage, eine Vielzahl von unterschiedlichen Krankheitsbildern hervorzurufen. Das
Spektrum reicht von unkomplizierten Pharyngitiden bis zu schwer verlaufenden
Erkrankungen wie der nekrotisierenden Fasziitis oder dem Streptokokken-
assoziiertem Toxic-Shock-Syndrom (STSS). Grundsétzlich lassen sich von
Gruppe-A-Streptokokken ausgeldste Krankheitsbilder in 4 Gruppen einteilen:

Oberflachliche Infektionen der Haut und Schleimhéute:

S. pyogenes ist der typische Erreger der eitrigen Tonsillitis und Pharyngitis bei
Kindern (12). An der Haut kénnen Streptokokken das Erysipel und die Impetigo
ausldsen. Bestimmte M-Serotypen, wie z.B. M1, M3, M5, M6, M14 und M18, findet
man haufig assoziiert mit Racheninfektionen und eventuell anschliellendem
rheumatischem Fieber, andere gehen einher mit Impetigo und nachfolgender
akuter Glomerulonephritis (12).

Tiefere und schwere systemische Infektionen:

Man spricht von einer systemischen Erkrankung, wenn Bakterien aus
normalerweise sterilem Gewebe isoliert werden (44). Greifen oberflachliche
Infektionen der Haut auf tiefer gelegene Schichten Uber, kann es zu
lebensbedrohlichen Erkrankungen wie der nekrotisierenden Fasziitis, Myositis oder
Zellulitis kommen. Selten kann eine Pharyngitis zur Ausbildung einer Pneumonie

oder Meningitis fuhren.
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Toxinvermittelte Erkrankungen durch Produktion von bakteriellen Superantigenen:

Einige Streptokokken-Subspezies sind in der Lage, bakterielle Superantigene zu
produzieren. Diese sind im Stande, die T-Lymphozyten inadaquat stark zu
stimulieren, was zu einem unkontrollierten Zytokinausstoly mit systemischer
Entziindungsreaktion fihrt. So kann die Produktion der erythrogenen Toxine
SpeA, SpeB und SpeC Scharlach auslésen. Durch den gleichen Mechanismus
wird auch das Streptokokken-assoziierte Toxic-Shock-Syndrom (STSS) mit
septischem Schock und Multiorganversagen verursacht (70, 71).

Nichteitrige Folgeerkrankungen:

Nach Streptokokken-Infekten kann es durch Autoimmunreaktionen zum akuten
rheumatischen Fieber (ARF) oder einer akuten Post-Streptokokken-
Glomerulonephritis (APSGN) kommen (18). Ausldser dieser Erkrankungen sind
gegen Streptokokken gebildete Antikérper, die mit kérpereigenen Antigenen in
Herz, Gelenken und der Niere kreuzreagieren (12). Es konnte eine Assoziation
bestimmter M-Subtypen mit der Auslésung von ARF und APSGN gefunden
werden (siehe oben).

Weiterhin finden sich symptomlose Trager und chronisch-rezidivierende
Infektionen. Hierfur ist die Fa&higkeit einiger Stdmme zur Internalisierung in
pharyngeale Epithelzellen verantwortlich. Im intrazellularen Kompartiment sind die
Bakterien vor den Ublichen, bei Streptokokken-Infektionen eingesetzten -Lactam-
Antibiotika sowie vor der wirtseigenen Abwehr geschitzt. Die asymptomatische
Besiedelung ist unter epidemiologischen Gesichtspunkten wichtig, da die
asymptomatisch Infizierten ein wichtiges Reservoir fir GAS darstellen (73, 74, 75).
Sowohl STSS als auch nekrotisierende Fasziitis zdhlen zu den schwer
verlaufenden systemischen Streptokokkenerkrankungen, die mit hoher Morbidit&t
und Mortalitdt einhergehen (3, 5, 42). Es wird angenommen, dass bei beiden
Streptokokken-Erkrankungen Streptokokken-Superantigene wichtige Induktoren
der starken Entzindungsantwort sind (70, 71). Ein weiterer Pathomechanismus
bei der nekrotisierenden Fasziitis kdnnte die Spaltung von Zytokinen wie IL-8

durch GAS-Proteasen sein, die zum Ausbleiben der Chemotaxis der Leukozyten in
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das infizierte Gewebe fuhrt (30, 31). Es handelt es sich um zwei eigenstandige

Krankheitsbilder, die haufig, aber nicht ausschlielllich gemeinsam auftreten.

1.2.3 Pradisponierende Faktoren und Epidemiologie der Infektionen
Verschiedene Faktoren bei Bakterien und Wirt bestimmen das Auftreten und die
Schwere von Streptokokkenerkrankungen. Schwer verlaufende Krankheitsbilder
werden besonders haufig bei Patienten unter 1 und Uber 70 Jahren gesehen.
Weitere Risikofaktoren auf Seiten des Wirtes sind schlechte allgemeine
Immunsituation z.B. bei chronischen Herz- oder Lungenerkrankungen,
Malignomerkrankung, Immunsuppression, Drogen-Abusus, Schwangerschaft,
Krankenhausaufenthalt und Varizellen-Virus-Infektionen (15, 19).

Es wird geschatzt, dass jahrlich mindestens 663000 neue Féalle von schwer
verlaufenden Streptokokkenerkrankungen mit mindestens 163000 Todesféllen
auftreten (5). Die Inzidenz von schwer verlaufenden GAS-Infektionen betrug in
einer danischen Studie jahrlich ca. 2,3 auf 100000. Davon entfielen jeweils ca.
10% auf tiefe Weichteilinfektionen wie die nekrotisierende Fasziitis und das STSS.
Die Gesamtmortalitdt von systemischen Streptokokkenerkrankungen betrug 23%
innerhalb von 30 Tagen, jedoch 56% beim STSS und 32% bei den
Weichteilinfektionen (19).

Seit Mitte der achtziger Jahre des vergangenen Jahrhunderts wurde weltweit ein
deutlicher Anstieg an systemischen Streptokokken-Erkrankungen wie der
nekrotisierenden Fasziitis und dem STSS festgestellt (18, 33). Aullerdem wird
wieder verstarkt Uber das Auftreten des akuten rheumatischen Fiebers berichtet
(4, 18). Epidemiologische Studien zeigten, dass bestimmte M-Protein-Serotypen
wie M1 und M3 besonders haufig mit systemischen Erkrankungen assoziiert sind
(19, 39). Untersuchungen in den USA fanden fiir den Zeitraum zwischen 1970 und
1980 eine Verdopplung der Pravalenz dieser beiden Serotypen. Das deckt sich mit
der Beobachtung, dass die verstarkte Inzidenz von systemischen GAS-
Erkrankungen ein Produkt der verstérkten Prévalenz neuer, besonders virulenter
Serotypen ist (18, 67).
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1.3 Wichtige Virulenzfaktoren von S. pyogenes

Als Virulenzfaktoren bezeichnet man Molekile oder Eigenschaften eines
Bakteriums, die es befahigen, die spezifische oder unspezifische Immunreaktion
des Wirtsorganismus zu Uberwinden bzw. deren Effektivitdt zu vermindern. Sie
schaffen damit die Voraussetzung, dass der Wirt vom Bakterium besiedelt und
geschadigt werden kann.

Gruppe-A-Streptokokken verfiigen (ber verschiedenste Virulenzfaktoren zur
Férderung von Anheftung (Adhésine) und Eindringen (Invasine) in Wirtszellen, zur
Ausbreitung im Gewebe (Aggressine) sowie zur Verhinderung der Phagozytose
(Impedine). Die Expression dieser Virulenzfaktoren wird von den GAS uber
transkriptionelle Regulatorsysteme an Umwelteinflisse und das N&ahrstoffangebot
angepasst (48, 89). Hierzu zdhlen einzelstandige Transkriptionsregulatoren und so
genannte 2-Komponenten- Signaltransduktionssysteme. In den bereits komplett
sequenzierten Genomen der Serotypen M1, M2, M3, M5, M6, M12, M18, M24 und
M49 wurden neben ca. 30 einzelstdndigen Transkriptionsregulatoren
durchschnittlich 13 solcher 2-Komponenten-Regulatorsysteme gefunden, 11 davon
fanden sich identisch bei M1 und M18. Eines dieser Systeme ist das FasBCAX-

System, auf welches weiter unten ndher eingegangen wird (48).

1.3.1  M-Protein

Das M-Protein wurde erstmals 1928 von Rebecca Lancefield als Hauptantigen von
S. pyogenes beschrieben. Es ist einer der wichtigsten Virulenzfaktoren der
Gruppe-A-Streptokokken, da es den Bakterien Resistenz gegen eine in vitro- und
wahrscheinlich auch in vivo- Phagozytose durch humane Granulozyten verleiht
(34, 52).

Das M-Protein wird von der Mehrzahl der GAS-Stdmme exprimiert. Es ist mit
seinem konservierten C-terminalen Ende in der Zellmembran verankert. Das N-
terminale Ende stellt eine hypervariable Region dar, die fur die serologische
Typspezifitdtt der M-Proteine verantwortlich ist (21). Bei serologisch nicht

typisierbaren GAS kann eine Analyse des fur das M-Protein codierenden Gens
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(emm) durchgefuhrt werden. Bis heute wurden 124 M-Typen Uber Serologie und
emm-Typisierung unterschieden (20, 38).

Das M-Protein verfugt zudem Uber mehrere Eigenschaften und Funktionen, die zur
Virulenz der GAS beitragen:

M-Proteine besitzen Bindungsstellen fir humanes Fibrinogen, was die Bakterien
vor Opsonierung durch Komplement schiitzt (97).

M-Proteine sind in die Adhdrenz an humane Wirtszellen involviert, dabei erfolgt die
Bindung von Fibronektin Gber den N-terminalen Teil der Proteine (11, 95). Die
Anheftung an Zellen der Haut erfolgt Gber die Bindung des M-Proteins an CD46
auf der Oberflache der Keratinozyten (24). Berkower et al. (1) beobachteten, dass
M-Proteine verschiedener Serotypen unterschiedliche Auswirkungen auf die
bakterielle Adh&renz und Invasion an eukaryote Zellen haben. Dies wurde mit
unterschiedlichen Affinitdten von verschiedenen M-Proteinen fur Rezeptoren an
der Oberflache der Wirtszellen erklart. Dieses Phdnomen konnte eine weitere
Ursache fir die unterschiedliche Virulenz von GAS-Serotypen sein.

Kurzlich wurde entdeckt, dass das M1-Protein der GAS die immunvermittelte
Thrombozyten-Aktivierung und Thrombusbildung auslésen kann. Diese Wirkung
kénnte eine Erkldrung sein fir den prokoagulatorischen und proinflammatorischen
Zustand, der typischerweise bei schweren Streptokokkeninfektionen gesehen wird
(82).

1.3.2 Weitere Adhésine

Weitere Molekile der Streptokokken sind ebenfalls an der Adhasion an eukaryote
Zellen beteiligt, so z.B. Protein F1 (66) und F2 (50), FBP54 (9), die
Lipoteichonsdure (12) und der Serumopazitdtsfakor SOF (72, 86). Diese von
vielen GAS-Stammen exprimierten Proteine binden Fibronektin und vermitteln so
die Anheftung an die Zielzellen.

Einige Streptokokken-Serotypen exprimieren ein kollagenbindendes Protein (Cpa)
auf ihrer Oberflache. Dieses Molekil wird mit der Adh&sion von GAS in Geweben
in Verbindung gebracht, die Kollagen-Typ 1 enthalten (49).

Die Hyaluronsaurekapsel der GAS kann Uber CD44 an murine Keratinozyten

binden und so eine Anheftung der Bakterien bewirken (13).

6
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1.3.3 Pyrogene Exotoxine

Pyrogene Exotoxine sind mikrobielle  Superantigene, die starke
Entzindungsantworten auslésen und so zu Organversagen und Schock flhren
kénnen (45, 70). Sie sind wahrscheinlich verantwortlich fir wenigstens einige
Manifestationen des STSS (45, 71).

Das streptokokkale pyrogene Exotoxin A (SpeA) l|6ste in Tierexperimenten
Hypotonie, Fieber und andere typische Symptome des STSS aus (54, 55). Das
Gen von SpeA wurde in der Mehrzahl der mit STSS assoziierten GAS-Stdmme
gefunden (29, 79, 93).

Das streptokokkale pyrogene Exotoxin B (SpeB) ist eine extrazellulare Cystein-
Protease, die von praktisch allen GAS exprimiert wird (41). Der Grad der
Expression variiert von Isolat zu Isolat (23). SpeB spaltet extrazellulare
Matrixproteine wie Fibronektin und Vitronektin (41) sowie Interleukin-1p3, einen
potenten Entzindungsmediator, in die aktive Form des Molekils (40). Es wird
angenommen, dass SpeB wichtig ist fur Entwicklung von Inflammation, Schock
und Gewebszerstérung und damit eine wichtige Rolle in der Pathogenese von

systemischen GAS-Erkrankungen einnimmt (45, 71).

1.3.4 Weitere Virulenzfaktoren

Zytolysine sind extrazellular wirksame Exotoxine, die an der Zellmembran der
Wirtszelle wirken und diese so schadigen. Streptolysin O (SLO) bindet an das
Cholesterol eukaryoter Membranen und kann mittels Oligomerisierung Poren in die
Membranen einfigen. Dies fuhrt zur Lyse der Zellen (2). Streptolysin S (SLS) ist
ein sauerstoff-stabiles, nicht immunogenes Zytolysin, das fur die B-hamolytische
Aktivitdt der GAS hauptverantwortlich ist (6, 69).

Die Streptokinase (Ska) ist ein 46kDa groles extrazelluldres Streptokokken-
Protein, das in der Medizin als Fibrinolytikum eingesetzt wird. Dieses Enzym kann
Plasminogen in Plasmin umwandeln, was zur Auflésung von zur Immunabwehr
gebildeten Gerinnseln fuhrt (37).
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Die Cb5a-Peptidase der Streptokokken inaktiviert C5a, einen chemotaktisch
wirksamen Bestandteil des Komplementsystems. So interferiert sie mit der
Anlockung von PMNs zum Ort der Infektion (96).

Das Mac-Protein hemmt die Funktion von professionellen Phagozyten durch
Bindung an den FcyRIIIB-Rezeptor auf der Oberflache von PMN (56). FcyRIIIB ist
ein nur auf Neutrophilen exprimierter Rezeptor, der mit immunkomplexiertem 1gG

interagiert.

1.4 Adhésion und Invasion von eukaryoten Zellen

Lange galten GAS als ausschlieBlich extrazellulédre Bakterien. Aber es konnte
gezeigt werden, dass die Bakterien nicht nur an verschiedenste Wirtszellen
adharieren und in diese eindringen, sondern auch Uber langere Zeitrdume in ihnen
Uberleben kénnen (10, 11, 63).

Um eine Infektion zu etablieren, missen sich die GAS an das Epithel des Wirts
anheften. Dazu werden spezifische Zielmolekiile, die Integrine, auf der Oberflache
der eukaryoten Zellen benutzt. Es wird vermutet, dass Uber die Lipoteichonsaure
zunadchst eine relativ lockere Bindung zwischen Wirtszelle und Bakterium
hergestellt wird. Dann kann mit Hilfe einer Reihe von weiteren Adh&sinen eine
feste spezifische Bindung erreicht werden (10, 11).

Fir den zweiten Schritt der Bindung werden meist extrazellulare Matrixmolekile
wie Fibronektin, Kollagen und Laminin verwendet. Diese Proteine sind Uber
Integrine fest an die Oberflache der eukaryoten Zelle gebunden und dienen als
Rezeptor fur spezifische Adhasine der GAS. Wichtige fibronektinbindende Proteine
von S. pyogenes sind Protein F1 und F2, SOF, FBP 54, Fba und das Lsp (47).
Cpa ist ein kollagenbindendes Protein, das bei der Adhasion von GAS an
Kollagen-Typ 1 eine Rolle spielen kénnte.

Wie bereits oben erwahnt, kénnen bestimmte M-Proteine (M1 und M3) ebenfalls
Fibronektin binden und so eine Adhésion bewirken. Es existiert auch ein
fibronektinunabh&ngiger Mechanismus, der durch M-Proteine vermittelt wird. Die
Hyaluronsdurekapsel kann ebenfalls eine streptokokkale Adh&sion bewirken,

jedoch nur an Wirtszellen, die CD 44 exprimieren. (10, 13).
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Protein F1 ist ein weiteres Adhasin, das die Aufnahme von Streptokokken fordert.
Ahnlich wie das M-Protein ist das Protein F1 (iber Fibronektin an die Integrine der
Wirtszelle gebunden. Durch Konformationsdnderungen des Fibronektinmolekiils
kann die Internalisierung des Bakteriums getriggert werden (10).

Auffallig ist bei der spezifischen Adhésion ein Gewebstropismus, d.h. bestimmte
Adhésine werden bevorzugt bei bestimmten Wirtszelltypen eingesetzt. Zum
Beispiel kann das M-Protein die Adhérenz an HEp2-Zellen und Keratinozyten
vermitteln, nicht jedoch an bukkale Zellen und Langerhans-Zellen (3). Die
Expression der Adhasine wird Uber Transkriptionsregulatoren kontrolliert (10).
Nach der Adhésion besteht die Mdglichkeit der Internalisierung in die eukaryote
Zelle. Bei nichtphagozytierenden Zellen kann durch die Interaktion von M-
Proteinen, Fibronektin oder Laminin und Integrinen die Aufnahme der GAS
eingeleitet werden. Dies induziert Uber eine Signalkaskade eine Aktin-
Polymerisation mit nachfolgender Ingestion durch einen Reildverschluss-
mechanismus. Einmal internalisiert, werden die Streptokokken in Phagosomen
oder frei im Zytoplasma gefunden. Im Zytoplasma kénnen sie dann in der Lage
sein, sich zu vermehren (64).

Eine weitere Mdglichkeit nach der Adhésion stellt die parazelluldre Translokation
dar. Die Hyaluronsaure-vermittelte Adhdsion von Streptokokken an CD44
induzierte bei Keratinozyten Zytoskelett-Veranderungen, Zellmembran-Féltelungen
und Rissbildungen von interzelluldren Junktionen. Durch letzteres kénnte die
Passage der GAS durch das Epithel in tiefere Gewebsschichten erleichtert werden
(14).

Eine andere Option neben der Invasion von eukaryoten Zellen stellt die
Kolonisation des Wirtes dar. Beim Wirt spielen Faktoren wie Immunglobulin-
Menge im Speichel und residente Nasopharynx-Flora eine Rolle. Auf Seiten der
Bakterien kann die Cb5a-Peptidase C5a inaktivieren und so den Anstrom von
Neutrophilen vermindern und das Uberleben im Wirt férdern. Es wird
angenommen, dass adhérierte GAS im Rahmen der Kolonisation die Expression

ihrer Oberflachenmolekile modifizieren (10).
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1.5 Rolle der Invasion im natiirlichen Infektionsprozess der
GAS

Das intrazellulare Kompartiment bietet den Streptokokken klare Vorteile. Sie sind
sowohl vor den Ublicherweise bei Streptokokkenerkrankungen eingesetzten
Antibiotika als auch vor der Immunabwehr des Korpers geschitzt. Von vielen
Bakterien ist schon lange bekannt, dass sie sich ihre eigene intrazelluldre Nische
im Zytoplasma eukaryoter Zellen schaffen. Dazu z&hlen unter anderem
Mykobakterien (16), Salmonellen (80), Yersinien, Shigellen (16), Listerien (53) und
Bordetellen (80).

Fur GAS wurde dies erstmals 1994 nachgewiesen. La Penta (53) zeigte, dass
GAS effizient Zellen des menschlichen Respirationstrakts invadieren und in den
Zellen persistieren kénnen. Die Streptokokken wurden elektronenmikroskopisch
intrazellular in Vakuolen nachgewiesen. Interessant war auch, dass verschiedene
Stdmme eine unterschiedliche Invasionskapazitat aufwiesen. Greco et al. (28)
bestatigten ein Jahr spater diese Ergebnisse. Es wurde die Aufnahme von GAS
und Gruppe-B-Streptokokken (GBS) in eukaryote Zellen (HeLa, HEp2 und
HUVEC) verglichen und festgestellt, dass die GAS eine hdhere Invasionseffizienz
aufwiesen, aber intrazellular allmahlich abgetétet wurden, wahrend die GBS Uber

24h p.i. persistierten.

Es wurden verschiedene Theorien zur Rolle der Invasion bei den Streptokokken
aufgestellt. La Penta et al. 1994 schloss aus seinen Ergebnissen, die Invasion
kdnnte als erster Schritt fur eine Gewebeinvasion dienen. Andere Autoren sahen
in der Invasion einen Mechanismus des angeborenen Immunsystems, der mit der
bakteriellen Tétung endet (81). Eine weitere Hypothese besagt, dass die
Internalisierung ein Mechanismus der Bakterien darstellt, um die Wirtsabwehr zu
unterwandern und eine geschitzte intrazelluldre Nische zu erreichen. Dies
ermdglicht den Bakterien eine Persistenz im Wirt und mdgliche rekurrente
Infektionen (12, 47, 76).
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1.6 Regulation der Expression der Virulenzfaktoren durch
das FasBCAX-System

Das FasBCAX-System ist ein wachstumsphasen-assoziiertes Regulator-System
der Expression von Virulenzfaktoren der GAS. Es wurde auf Basis von
Homologien zu Zwei-Komponenten-Regulator-Systemen in  Staphylococcus
aureus und Streptococcus pneumoniae identifiziert. Das Fas-Operon (Abbildung 1)
kodiert fur zwei Sensor-Histidinkinasen und einen Antwort-Regulator. Haupt-
Effektor dieses Systems ist eine untranslatierte regulatorische RNA, die durch fasX
kodiert wird. Die Aktivierung des fas-Operons fuhrte in ersten Untersuchungen zu
transkriptioneller Herunterregulierung von Genen, die fur Adhasine (fbp54, mrp)
kodieren, sowie gleichzeitiger Hochregulierung von Genen fir sezernierte
Aggressine (sagA, Ska) (46, 48).

A
fasX
gltxX-L | F fasB fasC fasA ! | F rpA-L
tt pfas ’ tt pmpA
fasX
—
B FasX Deletion 1kb
J-.
fasC fasA ; |e| rnpA-L
| B,
Prasx
Abbildung 1

A Aufbau des Fas-Regulon und der angrenzenden Gene. Die schwarzen Balken
entsprechen den identifizierten Genen. gltX-L: Glutamyl-tRNA-Synthase-ahnliches Gen.
rmpA-L: RNase-P-Protein-dhnliches Gen; fasB-X: fibronektin/fibrinogen-
bindende/hamolytische  Aktivitat/Streptokinase-Regulator-Gene; tt: mutmallicher
Transkriptionsterminator; P: mutmaRliche Promotorsequenz

B Aufbau des Fas-Regulon nach Ersatz von fasX durch eine aad9 Spectinomycin-

Resistenzkassette (Abbildung entnommen aus Kreikemeyer et al. 2001 (46))
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Die A fasX-Mutante wurde durch Deletionsmutagenese aus einem M49-
Wildtypstamm erzeugt (Abbildung 1). Durch diese Strategie bleibt theoretisch die
Transkription von fasBCA unbeeinflusst. Die Daten zum Verhalten der Mutante
sind widersprichlich. Zunachst wurde eine verstarkte Expression von
extrazellularen matrixproteinbindenden Adhéasinen und eine reduzierte Expression
von sezernierten Virulenzfaktoren (z.B. Streptokinase und Streptolysin S)
beschrieben (46). Dies lie3 den Schluss zu, dass der Fas-Regulator als
molekularer Schalter zwischen einem lokal adharierenden und persistierenden
oder einem gewebszerstérenden Phanotyp fungiert.

Andere Ergebnisse zeigten eine eindeutig verminderte Anheftung der Mutante an
HEp-2-Zellen, was fiir eine verminderte Expression von Adhasinen spricht. Diesen
Ergebnissen zufolge unterstitzt das Fas-System eine verstarkte Adharenz und
Internalisierung, eine massive Zytokin-Genexpression und Zytokinausschittung,
Wirtszellapoptose durch Caspase-2-Aktivierung und Zytotoxizitat. Daher wird
vermutet, dass das FAS-System an lokaler Gewebszerstérung und genereller

bakterieller Aggressivitat beteiligt ist (43).

1.7 Monozyten/Makrophagen

Monozyten und Makrophagen sind Zellen der unspezifischen Immunabwehr des
Koérpers. Wahrend Monozyten im Blut rezirkulieren, sind Makrophagen
gewebsstandige Zellen, die zum Teil schon wéhrend der Ontogenese in das
Gewebe einwandern oder sich aus Monozyten entwickeln, die in das Gewebe

eingetreten sind (35).

171 Funktion

Monozyten und Makrophagen spielen als Effektoren und Regulatoren der
angeborenen Immunitdt eine zentrale Rolle in der Wirtsabwehr. Sie sind
wesentlich beteiligt an der schnellen unspezifischen Antwort des Immunsystems in
der frlhen Phase der Infektion und stellen aufgrund der Fahigkeit zur
Antigenprasentation ein wichtiges Bindeglied zur adaptativen Immunabwehr dar
(22). Die Infektion kann so eingeddmmt werden, bis eine spezifische Antwort des

adaptativen Immunsystems zur Verfigung steht (16, 80).
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Die Makrophagen sind auch insbesondere fir die Bekdmpfung von GAS von
grolRer Bedeutung. Es wurde gezeigt, dass B- und T-Zell-defiziente Mé&use
genauso empfanglich fir GAS-Infektion sind wie immunkompetente Mause (60).
Das lésst den Schluss zu, dass die Abwehr von GAS im Wesentlichen unabhangig
vom adaptativen Immunsystem funktioniert. Auch Goldmann et al. (27) betonte die

Bedeutung von Makrophagen fir die frihe Kontrolle der GAS-Infektion.

1.7.2 Effektormechanismen

Eine wichtige Eigenschaft dieser Zellen ist die Phagozytose. Es k&nnen
Mikroorganismen, rote Blutzellen und andere Materialien aufgenommen werden.
Meist werden Mikroorganismen erst phagozytiert, nachdem sie opsoniert, d.h.
markiert, wurden. Dies geschieht mit aktiviertem C3 und Immunglobulin (92). Es
besteht auch die Méglichkeit, nicht-opsonierte Mikroorganismen und andere Zellen
Uber Zucker-Molekule auf ihren Zelloberflachen an lektindhnlichen Rezeptoren
(Toll like Receptors, TLR) auf den Monozyten zu binden. Nach der Bindung der
Mikroorganismen wird Uber eine Signalkaskade die Internalisierung eingeleitet. Die
Internalisierung erfolgt mit Hilfe von Pseudopodien im Reildverschluss-
mechanismus. Letztendlich befindet sich das Bakterium in einem Phagosom,
welches mit Lysosomen fusioniert. Hier kommen dann die antimikrobiellen
Mechanismen der Monozyten und Makrophagen zum Zuge. Die
sauerstoffabhangigen Mechanismen, auch ,respiratory burst® genannt, fihren zur
Bildung von reaktiven Sauerstoffmetaboliten einschlieBlich dem Superoxidanion
O, und Wasserstoffperoxid H,O,. Nach Fusion des Phagosoms mit Granula, die
Peroxidase enthalten, bildet das Enzym aus Wasserstoffperoxid und einem
Halogen wie Chlor hypochlorige Sdure HOCI, welche mikrobizide Eigenschaften
hat. Die sauerstoffunabhangigen Mechanismen schlieRen die Vakuolen-
Ansduerung, den Nahrungsentzug und den Einsatz von granula-assoziierten
antimikrobiellen Polypeptiden ein. Zu letzteren zdhlen das Lysozym, Defensine,
Serprocidine (z.B. Cathepsin G, Elastase, Proteinase 3, Azurocidin) und
histonahnliche murine mikrobizide Proteine (MUMPs) (91).

Nach Aufnahme und Digestion der Pathogene besitzen Makrophagen die

Fahigkeit, Antigene zu prozessieren und diese zusammen mit dem major
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histocompatibility complex, MHCII, den T-Lymphozyten zu prasentieren. Damit
stellen sie ein wichtiges Bindeglied zwischen unspezifischer und spezifischer
Immunabwehr dar (22).

Eine weitere wichtige Funktion besonders flr exsudative Makrophagen und in
geringerem Male auch flir Monozyten ist die Sekretion von biologisch aktiven
Substanzen. Manche dieser Substanzen werden konstitutiv gebildet und
sezerniert, andere nur nach Aktivierung der Zellen. Die sekretorischen Produkte
kénnen eingeteilt werden in Enzyme (z.B. Elastase, Kollagenase, Proteoglykan-
degradierendes Enzym, Plasminogenaktivator, lysosomale saure Hydrolasen,
Angiotensin-converting Enzym, Arginase), Enzyminhibitoren (z.B. a2-
Makroglobulin, Plasminogenaktivatorinhibitor, a1-Antitrypsin), Arachidonsaure-
Derivate  (z.B.  Prostaglandine, @ Thromboxane),  Plasmaproteine  (z.B.
Komplementfaktoren, Gerinnungsfaktoren, Fibronektin, Apoprotein E ) und viele
Zytokine, die Funktionen oder das Wachstum von anderen Zellen regulieren ( z.B.
IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,T TNF-a, GM-CSF, Angiogenesefaktor, IFNy). Das
Repertoire an sektretorischen Produkten kann abhangen von Reifegrad und

Aktivierungszustand der Zelle sowie der Lokalisation im Kdrper (91).

1.8 Aufgabenstellung

Es ist bereits langere Zeit bekannt, dass Gruppe-A-Streptokokken in Epithelzellen
eindringen und persistieren kdénnen. Mit Blick auf die starke Zunahme der
systemischen Streptokokkenerkrankungen in den letzten Jahrzehnten stellte sich
die Frage, ob die Fahigkeit zur Invasion von und Persistenz in phagozytierenden
Zellen hierfur ursachlich sein kénnte.

Aufgabe dieser Arbeit war, die Interaktion von 6 verschiedenen Stdmmen von S.
pyogenes mit 2 Immunzelllinien zu untersuchen. Hierfir wurde die
Mausmakrophagenzellline J774 und die humane Monozytenzelllinie Mono Mac 6
ausgewahlt. Mit 2 unterschiedlichen Methoden wurde das Adharenz- und
Internalisierungsverhalten der Bakterien an diese Zelllinien untersucht. Damit sollte
analysiert werden, ob die Invasion von Phagozyten mdéglicherweise eine Rolle im

natlrlichen Infektionsprozess der GAS spielt. Nutzen vielleicht die mit den schwer
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verlaufenden  Erkrankungen haufig assoziierten  Streptokokken-Subtypen
phagozytierende Zellen zur systemischen Dissemination?

Die funf untersuchten GAS-Wildtypen wurden im Hinblick auf Haufigkeit und
typischerweise durch diese Serotypen ausgeléste Krankheitsbilder ausgewahlt.
Zusatzlich wurde das Verhalten einer Mutante von Serotyp M49 untersucht, in der
das FasBCAX-System, ein Regulator-System der Expression von Virulenzfaktoren
der GAS, durch Deletionsmutagenese ausgeschaltet wurde. Es sollte der Einfluss
des Fas-Genabschnitts auf die Adharenz an und Invasion von Phagozyten geklart

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Bakterienstamme und Immunzellen

2.1.1 Bakterien

S. pyogenes (Serotyp M1) Patientenisolat

S. pyogenes (Serotyp M3) Patientenisolat

S. pyogenes (Serotyp M6) Patientenisolat

S. pyogenes (Serotyp M18) Patientenisolat

S. pyogenes (Serotyp M49) Patientenisolat

S. pyogenes (Serotyp M49) Patientenisolat mit einer Deletion im FasBCAX-2-
Komponentensystem (M49 A fasX)

Verschiedene M-Serotypen I6sen haufig typische Krankheitsbilder aus (93).

M1 und M3 zahlen zu den weltweit am haufigsten isolierten Serotypen (78, 87,
88). Sie verursachen haufig einfache Pharyngitiden. Seit Mitte der 80er Jahre sind
sie auch auffallig haufig mit invasiven Krankheitsbildern wie Septikdmien, STSS
und nekrotisierender Fasziitis assoziiert (7, 39).

M6 ist ein ebenfalls haufig isolierter Serotyp und wurde bei einigen
epidemiologischen Studien mit Meningitis assoziiert (93). Er wird haufig bei
Patienten mit Pharyngitis oder Scharlach isoliert. Es wurden hohe M6-Titer bei
Patienten mit akuter Psoriasis guttata gefunden (98).

In den USA wurde der Serotyp M18 mit mehreren Ausbriichen des akuten
rheumatischen Fiebers assoziiert (39). Der Vergleich von 36 M18-Stdmmen aus
verschiedenen Regionen zeigte nur geringe Unterschiede der Genome (83).
Serotypen wie M1, M3, M6 und M18, die bevorzugt Pharyngitiden auslésen, sind
meist auch mit dem akuten rheumatischen Fieber assoziiert. Diese treten
gewodhnlich saisonal gehauft im Herbst und Winter auf und produzieren keinen
Opazitatsfaktor (12).

M49 ist selten mit Pharyngitis sondern haufiger mit Pyodermien und akuter

Glomerulonephritis assoziiert. Hautinfektionen-auslésende Stdmme wie M49
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kénnen die akute Glomerulonephritis, aber nicht das ARF als Folgeerkrankung

verursachen (12, 75).

2.1.2 Eukaryote Zelllinien
Fur die Versuche wurden 2 eukaryote Zelllinien ausgewahlt. Bei beiden handelt es

sich um Immunzelllinien, die seit langerem etabliert sind.

Mausmakrophagen J774

Die Mausmakrophagenzelllinie J774 wurde 1968 aus dem Tumor einer weiblichen
BALB/c-Maus etabliert. Es wurde beschrieben, dass die Zellen Lysozym und
Interleukin-1 synthetisieren und Rezeptoren fiir Immunglobulin und Komplement
haben. Die Zellen sind relativ klein und wachsen adhérent. Die adharenten Zellen

runden sich nach ein paar Tagen in Kultur ab (77).

Humane Monozyten Mono Mac 6

Diese Zelllinie wurde 1985 von einem Patienten mit akuter monozytarer Leukamie
isoliert. Die Mono Mac 6 sind runde bis vielgestaltige Zellen, die sich in
Suspension befinden. Gelegentlich adhérieren sie locker an die Oberflache. Sie ist
die einzige humane Monozytenzelllinie, die von sich aus phanotypische und
funktionelle Merkmale von reifen Monozyten exprimiert (99). Diese Zelllinie wurde

freundlicherweise von Dr. Andreas Essig (UIm) zur Verfugung gestellt.

2.2 Kulturmedien

221 Kulturmedien fiir Gruppe-A-Streptokokken

Die Kulturmedien wurden vor Gebrauch bei 121°C autoklaviert. Der Agar wurde in
20 ml Portionen in sterile Kunststoffschalen von 90mm Durchmesser gegossen.
Die folgenden Angaben der Medien beziehen sich auf das Volumen von 1 Liter

und wurden zur kulturellen Anzichtung von Streptokokken verwendet.
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Todd-Hewitt-Yeast-Bouillon: 36,49 Fertigndhrmedium
(THY-Bouillon) 5g Hefeextrakt

in 11 Aqua dest. |I6sen und autoklavieren

THY-Agar: 36,4g Todd-Hewitt-Bouillon
5g Hefeextrakt
159 technischer Agar
in Aqua dest. ad 1000ml Iésen und

autoklavieren

Blutagar (BECTON, DICKINSON, Heidelberg): Columbia Agar mit 5% Schafblut

Antibiotikazusatz:
Zur selektiven Anzucht der M 49 A fasX -Mutante wurden THY-Agar THY-Bouillon

nach dem Abkuhlen auf 50°C mit 60mg/l Spectinomycin versetzt.

222 Kulturmedien fiir eukaryote Zellen

Die J774- Zellen wurden in folgendem Medium angezichtet:

Dulbeccos Modified Eagle Medium wurde vor der Verwendung mit 10%
hitzeinaktiviertem fetalem Kalberserum und 1% Penicillin/Streptomycin-
Stocklésung (mit 5000 U/mL Penicillin und 5000ug/mL Streptomycin) versetzt.

Fir die humanen Monozyten Mono Mac 6 wurde folgendes Medium verwendet:
RPMI 1640 Medium wurde vor der Verwendung mit folgenden Lésungen versetzt:
10 % FCS

1% Glutamin, zuvor 0,2um sterilfiltriert

1% Insulin, 0,2um sterilfiltriert

1% Nichtessentielle Aminosauren, 0,2um sterilfiltriert

1% Oxalacetat, 0,2um sterilfiltriert

1% Pyruvat, 0,2um sterilfiltriert
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Sowohl die Insulinlésung als auch die Oxalacetatldsung missen vorher hergestellt

werden.
Herstellung dieser Lésungen:

Insulinlésung:

50 ml Pucks Saline A wurden Uber Nacht in einer Gewebekulturflasche im COo-
Brutschrank inkubiert, so dass am nachsten Tag ein pH-Umschlag festzustellen
war. Dieser Lésung wurden dann 60ml einer 7,5%igen Natriumbikarbonatlésung
und 100mg Insulin zugeflugt. Davon wurden Aliquots in bendtigter Menge

eingefroren.

Oxalacetatlésung:
5g Oxalacetat wurden in 378,5 ml Pucks Saline aufgelést und in Aliquots

eingefroren.
2.3 Chemikalien, Kits, Puffer

Adhdsionsobjekttréager Marienfeld, Lauda-Kdénigshofen

Alexa Fluor 488 goat-anti-rabbit-lgG (H+L) Molecular Probes, Eugene,

highly cross-adsorbed, 2mg/mL USA

Alexa Fluor 647 goat-anti-rabbit-lgG (H+L) Molecular Probes, Eugene,

highly cross-adsorbed, 2mg/mL USA

Bacterial Viability Kit Molecular Probes, Eugene,
USA

4'.6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Deckglaser, Durchmesser 12 mm Glaswarenfabrik Karl Hecht

DMEM-Medium: Dulbecco’s MEM GIBCO, Auckland, Neuseeland

(mit Glutamax-1 ( =L-Alanyl-L-Glutamin)),

mit Natriumpyruvat, 4500mg/l Glucose,

Pyroxidin)

DMSO Serva, Heidelberg

FCS (Foetal bovine serum), mycoplasmen-  GIBCO, Auckland, Neuseeland

und virusgetestet
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Gewebekulturflaschen steril, 250 ml,
75 cm®, mit Filter
Gewebekulturplatten 12 Well und 24 Well
steril

Hefeextrakt, neutral, gepulvert

Insulin (aus Rinder-Pankreas)

Latex Beads aus Polystyrol, 1Tum,
10%ige Lésung

L-Glutamin 200 MM (100x)
Natrium-Bicarbonat 7,5%
Natrium-Pyruvat MEM 100 MM

NEAA (nichtessentielle Aminosauren)
Oxalacetat (98%)

Paraformaldehyd
Penincillin/Streptomycin mit 5000 U/mL
Penicillin und 5000ug/mL Streptomycin
Petrischalen, 92 x 16mm, mit Nocken
Poly-L-Lysin, 0,1% in Wasser

Puck’s Saline A mit NaHCO3, ohne
Calciumchlorid, Mg-Sulfat, Kalium-Phosphat
und Natrium-phosphat

Streptococcus Gruppe A-Antikorper
polyklonal, affinitatsgereinigt, Kaninchen
6mg/ml

RPMI 1640 Medium ohne L-Glutamin
Spectinomycin, 10mg/ml
Technischer Agar Nr.3

THB: Todd-Hewitt-Bouillon

Triton X-100

Trypanblau Trypan Blue Stain 0,4%
Trypsin: Trypsin-EDTA (1x)

Zellschaber, gammasterilisiert, pyrogenfrei
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Greiner bio-one, Frickenhausen

Greiner bio-one, Frickenhausen

Oxoid, Basingstoke, England
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

GIBCO, Auckland, Neuseeland
GIBCO, Auckland, Neuseeland
GIBCO, Auckland, Neuseeland
GIBCO, Auckland, Neuseeland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt

GIBCO, Auckland, Neuseeland

Sarstedt, Nirnbrecht
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Biodesign International, Saco,
USA

GIBCO, Auckland, Neuseeland
ICN Biomedicals, Aurora, USA
Oxoid, Basingstoke, England
Oxoid, Basingstoke, England
Ferak, Berlin

GIBCO, Auckland, Neuseeland
GIBCO, Auckland, Neuseeland
TPP, Trasadingen, Schweiz
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Puffer:
PBS (Phosphat Buffered Saline)

Herstellung von einfach konzentriertem PBS (1x):

0,2 g Kaliumchlorid (Merck, Darmstadt)

0,2 g Kaliumdihydrogenphosphat (Merck, Darmstadt)

8 g Natriumchlorid (J.T. Baker, Deventer, Holland)

2,16 g Dinatriumhydrogenphosphat-heptahydrat (Merck, Darmstadt)

mit Aqua bidest. auf 1000ml auffiillen, auf einen pH von 7,4 einstellen und

autoklavieren. Verwendet wurde grundsatzlich 1xPBS.

2.4 Laborgerateausstattung

Neben der Ublichen Ausstattung eines molekularbiologischen Labors standen

folgende Geréate zur Verfigung:

COgy-Inkubator HERAEUS (Osterode)
Smart Spec 300 (Photometer) BIO-RAD (Hercules-CA (USA))
Zentrifuge pico HERAEUS (Osterode)
Varifuge 3.0R HERAEUS (Osterode)
Fluoreszenzmikroskop B60 OLYMPUS (Hamburg)

2.5 Stammhaltung und Kultivierung der Zellen

251 Gruppe-A-Streptokokken
Die Aufbewahrung der Streptokokkenstdmme erfolgte als Langzeitlagerung bei -
80°C in Glycerinkulturen und fur den Zeitraum von bis zu 5 Tagen bei 4 bis 8°C auf

THY-Agarplatten oder Blutagarplatten.
Die Anzucht und Passage der Streptokokken-Wildtypstamme erfolgte auf

Schafsblutagar und die der A fasX -Mutante auf Spectinomycin-haltigem THY-
Agar, jeweils bei 37°C in einer 5%-CO,—Atmosphare.
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Fir die Infektionsversuche mit diesen Stammen wurden die Bakterienkulturen fur
circa 16 Stunden in THY-Bouillon im Brutschrank (37°C, 5% CO3) ohne Schiutteln
bebritet.

252 Kultivierung der Immunzellen

Mausmakrophagen J774

Die adharent wachsenden Mausmakrophagen wurden in DMEM-Medium mit 10%
FCS kultiviert.

Die Zellen wuchsen in Gewebekulturflaschen (75 cm?) bis zur Konfluenz und
wurden dann im Verhaltnis 1:5 gesplittet. Dazu wurden die Zellen nach
Abpipettierung des verbrauchten Mediums zunachst mit 1ml Trypsin gespilt, um
noch vorhandene Mediumreste zu entfernen. Nach erneuter Zugabe von 1ml
Trypsin erfolgte eine 10-mindtige Inkubation im Brutschrank (37°C, 5% CO,). Da
die Trypsinierung der Zellen auch bei langerer Inkubation unvollstandig war, wurde
die Gewebekulturflasche zunachst auf 10 ml mit DMEM-FCS-Medium aufgefillt
und die Makrophagen vollstédndig mit Hilfe eines Zellschabers vom Untergrund
abgel6st. Von diesen 10 ml Zellsuspension wurden 2 ml in eine neue
Gewebekulturflasche Gberfihrt und auf 20 ml mit DMEM-FCS-Medium aufgefulit.

Humane Monozyten Mono Mac 6

Die humanen Monozyten sind nicht adharent wachsende Zellen, die in RPMI-
Medium Kultiviert wurden. Ab einer Konzentration von mind. 2*10° Zellen/ml

konnte die Kultur 1:5 gesplittet werden.

2.6 Erstellung von Wachstumskurven

Alle Versuche waren so konzipiert, dass die eukaryoten Zellen circa 24 Stunden
vor Versuchsbeginn in die Wells einer 12-Well-Gewebekulturplatte eingesetzt
werden. Um fir die Versuche die gleichen Ausgangsbedingungen zu
gewahrleisten, wurde das Wachstumsverhalten der eukaryoten Zellen mit Hilfe von

Wachstumskurven untersucht.
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Die Zellzahlen wurden in Abstdnden von 24 Stunden Uber einen Zeitraum von 5
Tagen bestimmt. Pro Tag wurden 2 Wells gezahlt, aus denen der Mittelwert

gebildet wurde.

26.1 Zellzahlbestimmung

Es wurden nur die lebenden Zellen gezahlt. Um diese von den abgestorbenen
Zellen unterscheiden zu kdnnen, wurde zuvor eine Farbung mit Trypanblau (0,4%)
durchgefihrt, bei der sich die toten Zellen blau anférben. 15ul der Zellsuspension

wurden mit 15pl Trypanblau gemischt und in einer Neubauerzdhlkammer gezahlt.

2.6.2 Wachstumskurve J774

100000 Zellen pro ml wurden in jedes Well von zwei 12-Well-Gewebekulturplatten
Uberfuhrt. In Abstédnden von 24h wurden die Zellen von 2 Wells mit 500ul Trypsin
inkubiert (10 Minuten, 37°C, 5% CO2), anschlieBend mit 500 pl DMEM-FCS-
Medium aufgeflllt und mit Hilfe eines Zellschabers abgelést. AnschlielRend erfolgte

die Bestimmung der Zellzahl dieser Zellsuspension.

26.3 Wachstumskurve Mono Mac 6

Das Vorgehen unterschied sich von dem der Mausmakrophagen, da die Mono
Mac 6 Suspensionszellen sind. Es wurden 100000 Zellen pro ml in jedes Well
einer 12-Well-Gewebekulturplatte gegeben. Nach jeweils 24 Stunden wurde der
Inhalt eines Wells gezahlt. Dabei war darauf zu achten, dass die im Brutschrank

verdunstete Flissigkeit mit RPMI-Medium wieder auf 1ml aufgeflillt wurde.

2.7 Nachweis der Phagozytose per Latex-Beads

271 Mausmakrophagen J774

Vorbereitung der Zellkultur

24 Stunden vor Versuchsbeginn wurden die J774-Zellen trypsiniert, auf eine
Zellzahl von 300000 Zellen/ml eingestellt und je 1ml dieser Zellsuspension in die
Wells einer 12-Well-Kulturschale tberflhrt.
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Durchfiihrung des Phagozytoseassays

Nach Herstellung einer 0,01%igen Latex-Bead-Suspension aus einer 10%igen
Latex-Bead-Suspension mittels 1000facher Verdiinnung mit DMEM wurde der
Medium-Uberstand von dem Zellrasen abgenommen und gegen die 0,01%ige
Latex-Bead-Suspension ersetzt.

Nach 1-stiindiger Inkubation im Brutschrank bei 37°C in einer Atmosphare mit
5% CO, wurde die Suspension wieder abgenommen, der Zell-Monolayer 3mal
grandlich mit PBS gesplilt und neues Medium ohne Beads zugegeben.

Die Auswertung erfolgte unter dem Lichtmikroskop bei 400facher
Vergréllerung. Es wurde die Gesamtanzahl der Zellen, die Gesamtzahl der
intrazellularen Beads und die Zahl der Zellen ohne Beads jeweils pro
Gesichtsfeld bestimmt. Insgesamt wurden mindestens 200 Zellen pro Well

geprift.

272 Humane Monozyten Mono Mac 6

Vorbereitung der Zellkultur

Vor Versuchsbeginn wurden die Mono Mac 6 auf eine Zellzahl von 1000000

Zellen/ml eingestellt, und 0,5ml dieser Zellsuspension in die Wells einer 12-Well-
Kulturschale Uberfuhrt.

Durchfiihrung des Phagozytoseassays

Zunachst wurde aus einer 10%igen Latex-Bead-Suspension mittels
Verdiinnung mit DMEM eine 0,02%ige Suspension hergestellt.

0,5ml dieser Suspension wurden den Zellen zugesetzt. Damit ergab sich ein
Gehalt an Latexbeads von 0,01% und eine Zellzahl von 500000 Zellen/ml im
Ansatz.

Nach einstindiger Inkubation im Brutschrank bei 37°C in einer Atmosphéare mit
5% CO, wurde der Versuchsansatz auf Eis gestelll, um die
Phagozytosevorgénge zu stoppen.

Die Auswertung erfolgte unter dem Lichtmikroskop bei 400facher Vergré3erung

nach der gleichen Vorgehensweise wie in Abschnitt 2.7.1 beschrieben.
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2.8 Infektionsversuche von J774 mit S. pyogenes

28.1 Vorbereitung der einzusetzenden Streptokokken

Circa 16 Stunden vor Versuchsbeginn wurde eine Ubernachtkultur (UNK) von
den benétigten Stdmmen angelegt. Das hierfir verwendete THY-Medium
musste bei der A fasX -Mutante mit Spectinomycin versetzt werden.

Am Versuchstag erfolgte die Zentrifugation der UNK bei 1581 g fur 5 Minuten
und die anschlielliende Resuspension in 10ml PBS.

Die Lésung wurde in der Folge 2mal bei 1581 g 5 Minuten zentrifugiert und
resuspendiert.

Nach Aufnahme der Bakterien in 10ml DMEM-Medium konnte die L&ésung auf
eine ODgg von 0,5 eingestellt werden.

Diese Lésung wurde mit DMEM-Medium um den Faktor 10 verdannt.

Fur die Bestimmung der Adhdrenz- und Internalisierungskapazitdt musste die
in einer Suspension dieser Konzentration enthaltene Zahl teilungsféahiger Zellen
(colony forming units, CFU) bei jedem Versuch mittels einer Verdiinnungsreihe
in THY-Medium und Ausplattieren auf THY-Agar (Lebendkeimzahlbestimmung)

bestimmt werden (65).

2.8.2 Vorbereitung der Zellkultur

24 Stunden vor Versuchsbeginn wurden die J774 trypsiniert, auf eine Zellzahl von

500000 Zellen/ml eingestellt, und 1ml dieser Zellsuspension in jedes Well einer 12-
Well-Kulturschale tberfihrt.

2.8.3 Durchfiihrung der Infektion

Nach Entfernung des Uberstandes aus den Wells der 12-Well-
Gewebekulturplatte mit konfluentem Zellrasen konnte 1ml der 1:10 verdiinnten
Bakterienlésung zugesetzt werden (siehe oben).

Der Ansatz wurde fir 30 Minuten, 1h, 2h, 6h, 12h bzw. 24h bei 37°C und mit
5% CO2 angereicherter Atmosphére inkubiert.
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2.8.4 Bestimmung von Adhédrenz und Internalisierung im CFU-Assay

Adhérenz und Internalisierung

Nach der jeweiligen Inkubationszeit (siehe Abschnitt 2.8.3) erfolgte die
Entfernung des Mediums mit den nicht adharenten Bakterien aus den Wells.
Die eukaryoten Zellen wurden mit 1ml PBS gewaschen.

Das Ablésen der eukaryoten Zellen aus den Vertiefungen erfolgte mit 500pl
Trypsin und Inkubation der Platten fur 10 Minuten bei 37°C. Um die
Makrophagen vollstdndig abzulésen, wurden 500yl DMEM zugegeben und die
Zellen mit dem Zellschaber vom Boden des Wells geschabt.

Dann konnten die abgel6sten, infizierten Zellen mitsamt den adharenten und
internalisierten Bakterien in Eppendorfreaktionsgeféalle pipettiert werden.

Die Zellen wurden bei 16060 g fur 1 Minute sedimentiert und zur Lyse der
eukaryoten Zellen in 1ml Aqua dest. resuspendiert. Diese Ansatze wurden flr
5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und wéhrenddessen und danach zur
vollstdndigen Lyse der eukaryoten Zellen fir einige Sekunden gevortext. Die
Streptokokken werden durch die Behandlung mit Aqua dest. nicht
beeintrachtigt.

Die so freigesetzten adhédrenten und internalisierten Bakterien wurden mittels

Lebendkeimzahlbestimmungen quantifiziert (siehe Abschnitt 2.8.1).

Internalisierung

Zur anschliefenden Bestimmung der Anzahl der internalisierten Bakterien
wurde das Medium nach initialer 1-stiindiger bzw. 2-stiindiger Ko-Inkubation
abgezogen, durch 1ml frisches Medium mit einem Antibiotikaanteil von 1%
(5000 U/ml Penicillin, 5000ug/ml Streptomycin) ersetzt und dann fur weitere 4,
10 bzw. 22 Stunden inkubiert.

Am Ende der Ko-Inkubationszeit wurde das Medium abgezogen und die Zellen,

wie bei der Bestimmung der adhdrenten Bakterien beschrieben, aufgearbeitet.
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Zustatzlich erfolgte zu jedem Versuchszeitpunkt die Zahlung der lebenden und
toten eukaryoten Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer wie in Abschnitt 2.6.1

beschrieben.

2.9 Infektionsversuche von Mono Mac 6 mit S. pyogenes

291 Vorbereitung der einzusetzenden Streptokokken

Die Vorbereitung der Bakterien erfolgte mit wenigen Modifikationen wie bei den

J774.

— Nach den Waschschritten mit PBS wurden die Bakterien in 10ml RPMI-Medium
aufgenommen und auf eine ODgyo von 0,5 eingestellt.

— Diese Lésung wurde im Gegensatz zu dem Vorgehen bei den
Mausmakrophagen mit RPMI-Medium um den Faktor 5 verdinnt.

— FUr den Internalisierungsassay wurde die in einer Suspension dieser
Konzentration enthaltene Zahl teilungsfahiger Zellen (colony forming units,
CFU) bei jedem Versuch mittels einer Verdinnungsreihe in THY-Medium und
Ausplattieren auf THY-Agar (Lebendkeimzahlbestimmung) bestimmt (siehe
Abschnitt 2.8.1).

29.2 Vorbereitung der Zellkultur

24 Stunden vor Versuchsbeginn wurden die Mono Mac 6 auf eine Zellzahl von
1200000 Zellen/ml eingestellt und 0,5ml dieser Zellsuspension in jedes Well einer
12-Well-Kulturschale Uberfiihrt. Somit enthielt jedes Well 600000 Zellen.

293 Bestimmung der notwendigen Antibiotikakonzentration fiir den
Infektionsversuch

Bei dieser Zelllinie besteht nicht die Méglichkeit, den Uberstand mit den darin

enthaltenen, nicht adhérierten Gberschiissigen Bakterien abzunehmen und gegen

neues, antibiotikahaltiges Medium zu ersetzen, da die eukaryoten Zellen

zusammen mit den Bakterien im Medium schwimmen. Daher missen die

Antibiotika unverdinnt zum Versuchsansatz dazugegeben werden. Um die
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geeignete Menge an Antibiotika zu bestimmen, wurde folgender Versuch
durchgefihrt:

Es wurde eine Bakterienkultur des Stammes M3 wie in Abschnitt 2.9.1
beschrieben vorbereitet und an dieser Ausgangsldsung eine
Lebendkeimzahlbestimmung durchgefihrt. 1ml der Bakteriensuspension wurde in
12 Wells gegeben. In die Wells wurden 10ul, 20yl bzw. 50ul an
Penicillin/Streptomycin zugegeben. Bei einem Well je Versuchszeitpunkt wurde
kein Antibiotikum hinzugefiigt. Nach 30 Minuten, 1 Stunde und 2 Stunden wurde
die Zahl der viablen Bakterien in den Wells mit der Lebendkeimzahlbestimmung,

wie in Abschnitt 2.8.1 beschrieben, bestimmt.

29.4 Durchfiihrung der Infektion

— In die Vertiefungen einer 12-Well-Gewebekulturplatte mit den humanen
Monozyten wurden je 0,5 ml der oben erwahnten Bakterienlésung gegeben.

— Der Ansatz wurde flr 2h, 4h bzw. 8h bei 37°C und mit 5% CO, angereicherter

Atmosphare inkubiert.

29.5 Bestimmung von Adhédrenz und Internalisierung im CFU-Assay

Adhéarenz

Aufgrund der Tatsache, dass die humanen Monozyten Suspensionszellen sind, ist
lediglich eine Bestimmung der Internalisierung mdéglich. Bei einfachem
Ausstreichen der Lésung wirden nicht nur die adhérenten und internalisierten
Bakterien, sondern auch die nicht-adharierten Streptkokken in der L&sung

mitbestimmt. Daher konnte die Adharenz nicht quantifiziert werden.

Internalisierung

— Zur Quantifizierung der internalisierten Bakterien wurden dem Medium nach
initialer 1-stiindiger Ko-Inkubation 50ul unverdinntes Antibiotikum (5000 U/ml
Penicillin, 5000 pg/l Streptomycin), entsprechend einer 5%igen Ld&sung,
zugefugt und dann fir 1 bzw. 3 oder 7 weitere Stunden inkubiert.
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— Zur Bestimmung der internalisierten Bakterien wurde nach der jeweiligen
Inkubationszeit das Medium mit den sich darin befindlichen Monozyten
abgezogen und in Eppendorfreaktionsgefalle pipettiert.

— Die Zellen wurden bei 16060 g fur 1 Minute sedimentiert und zur Lyse der
eukaryoten Zellen in 1ml aqua dest. resuspendiert. Diese Ansatze wurden fir
5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und zwischendurch und danach zur
vollstédndigen Lyse fir einige Sekunden auf dem Schittler durchmischt.

— Die so freigesetzten internalisierten Bakterien wurden mittels Lebend-

Keimzahlbestimmungen quantifiziert.

Bei den humanen Monozyten erfolgte ebenfalls zu jedem Versuchszeitpunkt die
Zahlung der lebenden und toten eukaryoten Zellen in der Neubauerzdhlkammer
(siehe Abschnitt 2.6.1).

2.10 Doppelimmunfluoreszenzversuche J774

Das Prinzip der Doppelimmunfluoreszenz ermdéglicht die getrennte Anfarbung von
intrazellular und extrazelluldr lokalisierten Bakterien durch spezifisch gegen
Streptokokken gerichtete Antikdérper. Zunachst wird ein polyklonaler gegen
Gruppe-A-Streptokokken gerichteter Antikérper auf die auf Deckglaschen fixierten,
infizierten Zellen gegeben. Dieser heftet sich nun an die extrazellular befindlichen
Streptokokken. AnschlieBend wird ein zweiter, fluoreszenzmarkierter Antikérper
zugegeben, der den Anti-A-Streptokokken-Antikérper erkennt. Nachdem die
eukaryoten Zellen mit Triton X permeabilisiert wurden, erfolgt nach gleichem
Prinzip die Farbung der intrazellularen Bakterien, mit dem Unterschied, dass jetzt
ein Antikérper verwendet wird, der mit einem anderen Fluoreszenzfarbstoff
markiert ist. Aufgrund dieser beiden, mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen
gekoppelten Antikdérper lassen sich die extra- und intrazelluldr lokalisierten

Streptokokken im Fluoreszenzmikroskop differenzieren.
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2.10.1 Vorbereitung der Infektion

Die Vorbereitung der Bakterien erfolgte in gleicher Weise wie in Abschnitt 2.8.1
beschrieben.

24 Stunden vor Versuchsbeginn wurden die J774 trypsiniert, auf eine Zellzahl
von 300000 Zellen/ml eingestellt, und 1ml dieser Zellsuspension in jedes Well
einer 24-Well-Kulturschale dberfuhrt. In jedem Well wurde vorher ein

sterilisiertes Deckglaschen platziert, so dass die J774 auf diesem adhérierten.

2.10.2 Durchfiihrung der Infektion mit S. pyogenes

Aus den Wells der 24-Well-Gewebekulturplatte mit konfluentem Zellrasen
wurde der Uberstand entfernt und durch 1ml der bereits beschriebenen
Bakterienldsung ersetzt (siehe Abschnitt 2.8.2 und 2.8.3).

Dann folgte die Inkubation des Ansatzes fur 30 Minuten, 1h und 2h bei 37°C

und mit 5% CO, angereicherter Atmosphére.

2.10.3 Durchfiihrung der Farbung

Nach Abnehmen des Uberstandes und vorsichtigem, 1maligem Spulen mit 1ml
PBS, folgte die Fixierung der Zellen mit 300ul 3%igem Paraformaldehyd fur 15
Minuten bei 4°C.

Nach Entfernen des Uberstandes wurden 300ul 1%ige FCS-Lésung

zugegeben und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Markierung der extrazellularen Gruppe-A-Streptokokken

Das FCS wurde abgezogen, jede Kavitdt 3mal mit 1ml 1xPBS gespdlt und
300yl eines gegen Gruppe-A-Streptokokken gerichteten Kaninchen-Antikérpers
mit einer Konzentration von 1,2ug/ml fur eine Stunde bei Raumtemperatur
zugegeben. Dieser Antikérper bindet an alle extrazelluldr befindlichen
Streptokokken.

Nach einer Stunde wurde der Uberstand abgenommen, jedes Well wiederum
3mal mit 1ml 1xPBS gespilt und 300ul eines Ziegen-Antikdrpers in einer
Konzentration von 4ug/ml zugegeben. Dieser mit einem Fluoreszenzfarbstoff

(Alexa Fluor 488) versehene Antikdrper bindet an den ersten Antikdrper.
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— Dieser Ansatz wurde fiir 45 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.
— Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Uberstand abgenommen und jedes
Well 3mal mit PBS gespllt.

Markierung der intrazelluldren Gruppe-A-Streptokokken

— Die eukaryoten Zellen wurden mit 300ul einer 0,1%igen Tritonldsung fir 5
Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert und damit permeabilisiert.

— Nach 3maligem Spilen mit 1ml PBS wurden nochmals 300ul des 1.
Antikérpers in jedes Well gegeben und 1 Stunde bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubiert.

— Nun konnten die intrazellular befindlichen Bakterien nach dem gleichen Prinzip,
aber mit einem anderen Fluoreszenzfarbstoff gekennzeichnet werden. Es
wurde ein zweiter, gegen den ersten Antikdrper gerichteter Antikérper
(Konzentration 4pg/ml) far 35 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln
zugegeben. Dieser Antikdrper war mit Alexa Fluor 647 markiert. Somit war
fluoreszenzmikroskopisch eine Unterscheidung von intrazelluldaren und
extrazellularen Bakterien méglich.

— Nach 35 Minuten wurde dem Uberstand jedes Wells DAPI zugesetzt, um die
Zellkerne anzufarben. Die DAPI-Stammlésung (1mg/ml) wurde 1:1000

verdinnt und 50ul dieser Verdinnung in jedes Well gegeben.

Fixierung der Deckgldschen fiir die Auswertung am Fluoreszenzmikroskop

— Nach 10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln wurde der
Uberstand abpipettiert und jedes Well 1mal mit 1ml PBS gesplilt.

— Die Deckglaschen, auf denen sich die mit Gruppe-A-Streptokokken infizierten,
nun angefarbten Mausmakrophagen befanden, wurden vorsichtig aus den
Wells gehoben und einige Minuten an der Luft getrocknet.

— Es wurde circa 1uyl Mounting Medium auf einen Objekttrager aufgebracht.
Darauf wurde die Seite des Deckgléschens, auf der sich die fixierten Zellen
befanden, auf das Mounting Medium gelegt und vorsichtig festgedrickt.

— Um ein Eintrocknen der geféarbten Praparate zu verhindern, wurde der Rand

des Deckglaschens mit Nagellack umschlossen.
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— Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop bei 1000facher

Vergréerung. Es wurden 3 Gesichtsfelder bewertet.

2.11 Doppelimmunfluoreszenzversuche Mono Mac 6

Die Trennung von extrazelluldren und intrazelluldren Bakterien bei den humanen
Monozyten ist auch durch die Doppelimmunfluoreszenz nicht méglich, da die
adhdrenten Bakterien nicht von den frei im Medium schwimmenden,
extrazellularen Streptokokken getrennt werden koénnen. Die extrazelluldren
Bakterien werden nach einer Stunde Inkubationszeit durch Zugabe von
Antibiotikum abgetétet. Daher entfallt der Farbeschritt fir die auflerhalb der

eukaryoten Zellen befindlichen Bakterien.

2.11.1 Vorbereitung der Infektion

— Die Vorbereitung der Bakterien erfolgte in gleicher Weise wie unter 2.9.1
beschrieben.

— Direkt vor der Infektion wurden die eukaryoten Zellen bei 868 g fiir 3 Minuten
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellzahl auf 1000000/ml
eingestellt. Die Zellen wurden in RPMI-Medium ohne Antibiotika-Zusatz
aufgenommen.

— 0,5ml dieser Zellsuspension wurden in jedes Well einer 12-Well-Kulturschale
Uberfuhrt. Somit enthielt jedes Well 500000 Zellen.

2.11.2 Durchfiihrung der Infektion mit S. pyogenes

— Die Infektion wurde durchgefiihrt wie in Abschnitt 2.9.4 beschrieben. Allerdings
wurden lediglich 500000 Zellen, aufgenommen in 0,5 ml Medium, in jedes Well
eingesetzt.

— Zusatzlich wurden 1 Stunde nach Beginn der Inkubationszeit 50l

Penicillin/Streptomycin in jedes Well gegeben.
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2.11.3 Zentrifugation der infizierten Zellen

Um die Suspensionszellen farben zu kénnen, missen diese zunédchst auf den
Deckglaschen fixiert werden. Dies erfolgte mittels Zytozentrifugation. 200ul der
infizierten Zellsuspension (entspricht 100000 Zellen) wurden mit Hilfe einer
Zytozentrifuge bei 3000 rpm fiur 1 Minute auf Deckglaschen zentrifugiert. Diese
Deckglédschen wurden zuvor 30 Minuten mit Polylysin behandelt, um eine bessere
Haftung der Zellen an der Glasoberflache zu erméglichen. Die Deckglaschen
wurden in die Wells einer 24-Well-Gewebekulturplatte tberfihrt und mit PBS

bedeckt. Bis zur Farbung wurde die Platte auf Eis gestellt.

2.11.4 Durchfiihrung der Farbung

Prinzipiell geht man bei der humanen Zelllinie ebenso vor wie bei der murinen. Wie

bereits erwahnt, konnten jedoch nur die intrazelluldren Streptokokken angefarbt

werden. Dadurch entfielen einige Schritte.

— Nach Verwerfen des Uberstandes wurde vorsichtig einmal mit 1ml PBS
gespult. Als Nachstes erfolgte die Fixierung der Zellen mit 300pl 3%igem
Paraformaldehyd fiir 15 Minuten bei 4°C.

— Nach dem Entfernen des Uberstandes schloss sich die Inkubation mit 300ul
1%iger FCS-L6sung fur 30 Minuten bei Raumtemperatur an.

— AnschlieBend erfolgte die Permeabilisierung der Zellen mit 300ul Triton X
(0,1%) fur 5 Minuten bei Raumtemperatur.

— Die Markierung der intrazelluldren Bakterien und die weitere Vorgehensweise
wurde anschlieBend genauso wie in Abschnitt 2.10.3 beschrieben
durchgefihrt.

2.12 Lebend/Tot-Farbung fiir Bakterien

Diese Methode dient der Feststellung des Verhéltnisses von lebenden und toten
Bakterien innerhalb der eukaryoten Zelle. Hierzu wurde das ,Bacterial Viability Kit*
von Molecular Probes verwendet. Ein Farbstoff (SYTO 9) farbt sowohl Bakterien

mit intakter als auch mit beschadigter Zellmembran. Ein zweiter Farbstoff
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(Propidiumiodid) penetriert nur Bakterien mit beschadigter Zellmembran, was eine
Reduktion der SYTO 9-Fluoreszenz bewirkt und eine Unterscheidung von
lebenden und toten Bakterien ermdglicht. Bakterien mit intakter Zellmembran
werden grin, Bakterien mit beschéadigter Zellmembran rot geféarbt.

Die Zellen wurden wie bereits beschrieben mit den verschiedenen GAS-Stdmmen
infiziert. Nach Inkubation wurden die eukaryoten Zellen mit Wasser lysiert und
damit die intrazelluldaren Bakterien freigesetzt. Die Bakterien konnten dann mit

einem Kit gefarbt werden.

2.12.1 Mausmakrophagen J774

Vorbereitung und Durchfiihrung der Infektion

Die Vorbereitung der Bakterien und Mausmakrophagen erfolgte in gleicher Weise
wie in Abschnitt 2.8.1 und 2.8.2 beschrieben. Es wurden jedoch 600000 eukaryote
Zellen/ml am Vortag eingesetzt.

Die Durchfuhrung der Infektion glich ebenfalls weitestgehend dem in Abschnitt
2.8.3 beschriebenem Ablauf. Die Inkubationszeit der Ansatze betrug allerdings nur
30 Minuten, 1h bzw. 2h (37°C, 5% COy,).

Durchfiihrung der Féarbung

Die eukaryoten Zellen wurden wie in Abschnitt 2.8.4 beschrieben vom Untergrund

des Wells abgelst.

— Die Zellsuspension wurde in Eppendorfgefal3e Uberfuhrt, 5 Minuten bei 3421 g
zentrifugiert und der Uberstand entfernt.

— Um die Zellmembranen zu zerstéren und die intrazelluldren Bakterien
freizusetzen, erfolgte die Aufnahme des Zellpellets in 1ml Aqua dest. und
vorsichtige Auflésung mit der Pipette. Auf vortexen wurde verzichtet, um
eventuell beschadigte Bakterien nicht zu zerstdren.

— Nach 5-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur und anschlieRender
Zentrifugation (5 Minuten, 1521 g) konnte der Uberstand verworfen werden.

— Die Farbung erfolgte mit dem Bacterial Viability Kit:

— Nach guter Vermischung gleicher Anteile von Component A und B und Zugabe

von 3 pl dieses Gemisches zu 1ml PBS, wurde das Zellpellet in 100ul dieser
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Lésung aufgenommen und 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert.

— Nach Applikation von circa 1ul dieser Zellsuspension auf einen Objekttrager,
konnte dieser mit einem Deckgldschen bedeckt und mit Nagellack abgedichtet
werden.

— AnschlieRend erfolgte die Bestimmung der Anzahl der lebenden und toten

Bakterien bei 600facher Vergré3erung.

2122 Humane Monozyten Mono Mac 6

Vorbereitung und Durchfiihrung der Infektion

Die Vorbereitung der Bakterien und humanen Monozyten erfolgte in gleicher
Weise wie in Abschnitt 2.11.1 beschrieben. Die Durchfihrung der Infektion glich
dem in Abschnitt 2.11.2 beschriebenen Ablauf.

Durchfiihrung der Farbung

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Inhalt jedes Wells in ein
Eppendorfreaktionsgefald Uberfihrt. Eine Ablésung der Zellen war bei dieser
Zelllinie nicht notwendig. Es wurde weiterverfahren wie in Abschnitt 2.12.1

beschrieben.

2.13 Differenzierung von Mono Mac 6 in Makrophagen

In der Literatur wird fir andere Monozyten-Zelllinien die Differenzierung von
Monozyten in Makrophagen beschrieben. Eine Mdglichkeit hierfur stellt eine
Behandlung der Zellen mit Phorbolester dar. Die fur die Differenzierung benétigte
Menge dieser Chemikalie war allerdings nicht bekannt.

Um die Differenzierung zu etablieren, wurden also zunachst Vorversuche dazu
durchgefihrt.

2.13.1 Vorbereitung der eukaryoten Zellen
Am Versuchstag wurden je 600000 Zellen, aufgenommen in 0,5mlI RPMI-Medium,
in die Wells eingebracht.
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2.13.2 Herstellung der Phorbolesterlésung

Die Phorbolesterstammlésung (1mg/ml = 1620nM) lag in DMSO gel6st,
eingefroren bei -20°C, vor.

In mehreren Versuchen wurden verschiedene Stoffmengen an Phorbolster an den
humanen Monozyten getestet. Diese wurden zuvor in Verdinnungsreihen
hergestellt. Es wurden Versuche mit 50nM, 25nM, 12,5nM, 12nM, 6,25nM, 6nM,
3nM, 1,5nM, 0,75nM, 0,375nM, 0,375nM, 0,1875nM und 0,09375nM
durchgeflhrt.

2.13.3 Durchfiihrung der Differenzierungsversuche

Je 0,5ml der vorbereiteten Phorbolesterlésungen und der Zellsuspension wurden
in 1 Well gegeben. An 3 aufeinanderfolgenden Tagen wurden die lebenden und
toten Zellen im Uberstand gezahlt. Die adh&renten Zellen wurden mit 500l
Trypsin und anschlielender Inkubation der Platten fir 10 Minuten bei 37°C
abgeldst, dann wurde mit 0,5ml RPMI-Medium auf 1ml aufgefillt und die Zahl der
lebenden und toten eukaryoten Zellen bestimmt. Die Zahl der adharenten und
nichtadharenten Zellen wurde zur Beurteilung des Erfolgs ins Verhéaltnis gesetzt.
Nach 48 Stunden wurde der Uberstand mit dem Phorbolester und den bisher nicht
adhérierten Zellen abgenommen und gegen Ubliche RPMI-Medium mit 1%
Antibiotikum ersetzt. Dies war nétig, da Phorbolester bei langerem Einwirken

toxisch auf die eukaryoten Zellen wirkt.

2.14 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels dem Computerprogramm GraphPad
Prism3. Die Signifikanz der Daten wurde mit dem ungepaarten t-Test bestimmt.

Alle Daten mit einem p-Wert < 0,05 wurden als signifant unterschiedlich bewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Mausmakrophagen J774

3.1.1  Wachstumsverhalten der J774
Von beiden verwendeten eukaryoten Zelllinien wurde zunachst das Wachstums-

verhalten untersucht.
Abbildung 2:
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Kurve liegen die Mittelwerte von 2 unabhangigen Versuchen zugrunde. Bei jedem

Versuch wurden die Zellen von mindestens 2 Wells ausgezéhit.

Die Kurve (Abbildung 2) zeigt zunachst einen Abfall der Zellzahlen, gefolgt von
einem linearen Anstieg nach 48 Stunden, der bis 96 Stunden nach
Versuchsbeginn bei ca. 1800000 Zellen/ml endet. Das entspricht einer
Verdopplungszeit von 16,3 Stunden. Auffallig ist das Fehlen einer stationaren
Phase, daher wurden die nachfolgenden Versuche in der linearen
Wachstumsphase durchgefihrt.

Fur die Adharenz- und Internalisierungsversuche wurden am Vortag 500000
Zellen/ml in jedes Well eingesetzt, fur die Doppelimmunfluoreszenz 300000
Zellen/ml und fur die Lebend/Tot-Farbung 600000 Zellen/ml.
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3.1.2 Phagozytoseassay

Bei den J774 handelt es sich um Mausmakrophagen. Sowohl Monozyten als auch
Makrophagen sind, wie bereits in der Einleitung dargestellt, phagozytotisch aktive
Zellen. Das bedeutet, das es fur Bakterien mehrere Mdglichkeiten gibt, in das
Innere der eukaryoten Zelle zu gelangen: 1. durch aktives Eindringen des
Bakteriums in die Zelle (wie z.B. E. coli bei Urothelzellen), 2. durch passive
gerichtete Aufnahme des Bakterium durch die phagozytierenden Zellen, 3. durch
Initiierung der Aufnahme der Bakterien durch Aktivierung eines Signalwegs in den
Phagozyten (wie z.B. GAS bei HEp2-Zellen).

Es wurde also in Experimenten die phagozytéare Aktivitat (% der phagozytierenden
Zellen von allen potentiellen Phagozyten) und der Phagozytose-Index (Zahl der
aufgenommenen Partikel in einer phagozytierenden Zelle) dieser Zelllinie
untersucht (59).

Es wurden Latexbeads mit einer Gréf3e von 1um verwendet, was in etwa mit der
Grolde von GAS-Ketten Ubereinstimmt (75).

ugo o °'ﬂ°°° = - :
% ° i ol Abbildung 3: Phagozytoseassay
+ - . &) <  J774 Das dbliche Medium der
e (1B @8R 4 ..
£t # ey D . Mausmakrophagen wurde fir 1h
Sy, &2 o SV Gl {’\c" . mit Medium ausgetauscht, das
LTS (. s 3 ‘9. . .
- o'j,_ N ﬁ;; e aog® inerte Latexbeads enthielt. Nach 1h
f§*° (5 - e : ®,  wurde dieses Medium abgenom-
9 _,_-/" Y X 8133 c\"‘ .9 . men und die Zellen unter dem
L Tu Ry SO e G 80 U (I _—
\‘o ° O 8) 2 gé P ;°/_:l.ﬂ.. Al c} Lichtmikroskop betrachtet. Die hier

- fotografierten Zellen wurden auf
einem Deckgldschen angeziichtet. Die kleiner erscheinenden, monomorphen Partikel
sind Latexbeads (Pfeile), die sich gréRtenteils in den eukaryoten Zellen befinden. Es

wurden mindestens 200 Zellen pro Versuch ausgewertet. VergréRerung 600x.

Insgesamt waren 83% der Zellen phagozytotisch aktiv. In den phagozytotisch
aktiven Zellen befanden sich durchschnittlich 3,8 Latexbeads je Zelle (Abbildung
3).
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313 S. pyogenes Adharenz an und Internalisierung in J774-

Makrophagen

Bestimmung internalisierter S. pyogenes mittels CFU-Assay

Im CFU-Assay wurde die Zahl der extra- und intrazelluldren Bakterien fur die
Zeitpunkte 0,5h, 1h, 2h, 6h, und 12h post infectionem (p.i.) bestimmt. Fir den
Serotyp M49 und die von ihm abstammende Mutante A fasX wurden auch Werte
24h p.i. ermittelt.

Fur 0,5h und 1h p.i. wurden adharierte und internalisierte Bakterien zusammen
ermittelt, ab 2h p.i. umfassen die Werte nur die intrazelluléar gelegenen Bakterien.

Dies ist durch den Versuchsaufbau bedingt.

Adhéarenz + Internalisierung Internalisierung
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Abbildung 4: Adhdrenz und Internalisierung verschiedener A-Streptokokken-
Serotypen an J774 im CFU-Assay Es wurde erfasst, wieviel Prozent der zu
Versuchsbeginn zugebenen Bakterien (Inokulum) sich nach dem jeweils angebenen
Zeitraum an bzw. in den Zellen befanden. Die dargestellten Ergebnisse fir jeden Serotyp

stellen Mittelwerte aus mindestens 3 unabhéngigen Einzelwerten dar.

Die hochsten Werte fiir Adharenz und Internalisierung wurden 1h post infectionem
erreicht (Abbildung 4). Die Werte der Serotypen M1, M3, M6 und M18 stiegen
nach 30 Minuten zu 1 Stunde noch teilweise betréchtlich an, die Werte des

Serotyps M49 und der korrespondierenden Mutante A fasX sanken kontinuierlich
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ab. Ab 6h p.i. konnten bei keinem Serotypen nennenswerte Zahlen von viablen,
noch zur Teilung féahigen intrazelluldaren Bakterien in den J774-Makrophagen
gefunden werden.

Trotz hoher Standardabweichung liegt ein signifikanter Unterschied zwischen M1
und M49 sowie der Mutante A fasX 1h und 2h p.i. vor.

Es sind 2 Gruppen charakterisierbar:

1. M1, M3, M18 mit relativ hohen Werten: 20-40% des Inokulum waren nach 1h
adhériert bzw. internalisiert.

2. M6, M49, A fasX mit niedrigeren Werten.

Die Unterschiede zwischen den beiden Gruppen sind auch (ber den Verlauf

erkennbar.

Zu Versuchsbeginn sowie zu jedem Zeitpunkt wurde die Anzahl der lebenden und
toten Makrophagen bestimmt. Allgemein lag der Anteil der toten Zellen schon zu
Versuchsbeginn bei dieser Zelllinie relativ hoch, durchschnittlich 39,04%.

Tabelle 1 gibt den Anteil der lebenden eukaryoten Zellen an der Gesamtzahl der
eukaryoten Zellen zu jedem Zeitpunkt wieder. Die angebenen Werte ergeben also
mit dem aquivalenten Wert fir die toten Zellen 100%.

Bei allen Versuchen war anfanglich der Anteil der lebenden Phagozyten relativ
niedrig. Zu Beginn bis etwa 2 Stunden nach Versuchsbeginn fiel der Anteil der
lebenden J774-Zellen weiter ab. Ab diesem Zeitpunkt schienen sich die Zellen zu
erholen und wieder zu proliferieren. Der Anteil der lebenden Phagozyten stieg Uber
das Ausgangsniveau. Es ergaben sich keine signifkanten Unterschiede zwischen
den einzelnen Serotypen.

Die Entwicklung des Anteils der toten Phagozyten verhielt sich spiegelbildlich zu
dem der lebenden Makrophagen. Zunachst stieg der Anteil, um dann auf ein
Niveau unter dem Ausgangswert zu sinken. Eine Ausnahme stellt M3 dar, hier fiel
der Anteil der toten Zellen wéhrend des gesamten Verlaufes nicht unter den

Ausgangswert.
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lebende J774 tote J774
M1 Mittelwert in % Stabw. in % Mittelwert in % | Stabw. in %
Oh 67,4 2,4 33,0 2,4
30 min 72,0 3,1 28,0 3,1
1h 62,3 9,6 37,7 9,6
2h 66,1 49 33,9 49
6h 69,0 10,5 31,0 10,5
12h 79,7 3,1 20,3 3,1
M3 Mittelwert in % Stabw. in % Mittelwert in % | Stabw. in %
Oh 67,4 2,4 33,0 2,4
30 min 57,1 2,8 429 2,8
1h 58,3 9,3 417 9,3
2h 53,1 9,0 46,9 9,0
6h 64,5 9,4 35,5 9,4
12h 67,4 1,6 32,6 1,6
M6 Mittelwert in % Stabw. in % Mittelwert in % | Stabw. in %
Oh 61,5 4.7 38,5 4,7
30 min 45,2 4,0 54,8 4,0
1h 66,3 6,7 33,7 6,7
2h 55,2 8,5 44,8 8,5
6h 77,5 8,4 22,5 8,4
12h 79,1 10,8 20,9 10,8
M18 Mittelwert in % Stabw. in % Mittelwert in % | Stabw. in %
Oh 61,5 47 38,5 47
30 min 58,8 9,8 41,2 9,8
1h 54,0 8,0 46,0 8,0
2h 55,1 0,3 449 0,3
6h 75,5 8,2 24,5 8,2
12h 74,5 6,6 25,5 6,6
M49 Mittelwert in % Stabw. in % Mittelwert in % | Stabw. in %
Oh 58,6 8,7 41,4 8,7
30 min 52,8 6,7 47,2 6,7
1h 53,3 9,1 46,7 9,1
2h 64,0 12,0 36,0 12,0
6h 64,1 8,7 35,9 8,7
12h 72,6 8,0 27,4 8,0
24h 72,5 9,1 27,5 9,1
A fasX Mittelwert in % Stabw. in % Mittelwert in % | Stabw. in %
Oh 58,6 8,7 41,4 8,7
30 min 50,8 7,3 49,2 7,3
1h 53,2 10,0 46,8 10,0
2h 59,4 11,8 40,6 11,8
6h 58,8 10,3 41,2 10,3
12h 76,1 13,5 23,9 13,5
24h 68,6 7,0 31,4 7,0

Tabelle 1: Entwicklung der Zahl der lebenden und toten eukaryoten J774 in % In
dieser Tabelle ist der prozentuale Anteil der lebenden und toten eukaryoten Zellen an

allen Zellen zu jedem Zeitpunkt wiedergegeben.
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Bestimmung adhédrenter und internalisierter S. pyogenes mittels Doppel-

immunfluoreszenz

In der Doppelimmunfluoreszenz kann man die adharenten und internalisierten
Bakterien mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markieren (Abbildung 5).
Zuséatzlich werden die Zellkerne der eukaryoten Zellen angefarbt, wodurch eine
Zuordnung von angefarbten Bakterien und Phagozyten mdglich ist. Die Zahl der
adharierten Bakterien wurde auf die Bakterienzahl je 100 eukaryote Zellen
hochgerechnet, um einen Vergleich der verschiedenen Stdmme zu ermdéglichen
und die Anschaulichkeit der Ergebnisse zu verbessern.

Bei den Mausmakrophagen wurden die Zeitpunkte 0,5h, 1h und 2h p.i. untersucht,
da bei diesen Zeitpunkten in den vorhergehenden Untersuchungen die
deutlichsten Unterschiede gesehen wurden, wéhrend danach bis zu 24h post

infectionem lediglich der Anteil der GAS sinkt.

Abbildung 5: Doppelimmunfluoreszenz Die

A~

Abbildung zeigt den Serotyp M1 2 Stunden nach
Infektion. Die Zellkerne der eukaryoten Zellen
stellen sich blau dar. Die intrazelluldren Bakterien
sind rot geférbt und in Haufen um den Zellkern
gelagert (weiler Pfeil). Die grinen Ketten (gelber
Pfeil) befinden sich extrazellular und sind den

Zellen angelagert. Transiente Bakterien sind

ebenfalls abgebildet (blauer Pfeil).

Adhérenz:

Wie in Abbildung 6 veranschaulicht konnte bei allen GAS-Serotypen einen Anstieg
der an die J774 adharierten Bakterien Uber die Zeit festgestellt werden. Nach 30
Minuten lassen sich noch keine signifikanten Unterschiede erkennen, nach 2h
heben sich M1 und M6 von den anderen Serotypen durch eine héhere Adharenz
ab. Lediglich bei M18 stagniert die Adhé&renz von 1h nach 2h. Weiterhin
unterscheidet sich die Adhdrenz von M3 und M6 signifikant.
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Bei der Mutante A fasX steigt die Adhdrenz eher verhalten an. Insgesamt zeigt A
fasX die geringste Adhdrenz nach 1h und 2h. Es ist aufféllig, das die Mutante in
der Adharenz im Zeitverlauf hinter M49 zuriickbleibt, ein signifikanter Unterschied

[aR’t sich aber nicht nachweisen.
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Abbildung 6: Adharenz der untersuchten Streptokokken-Serotypen an J774 in der
Doppelimmunfluoreszenz Die Adhdrenz der GAS wurde mittels Doppelimmun-
fuoreszenz unabhangig von der Internalisierung bestimmt. Bei jedem Einzelversuch
wurden in drei Gesichtsfeldern je die Zahl der adhérierten, internalisierten und transienten
Bakterien sowie die Zahl der eukaryoten Zellen ausgezahlt (VergréRerung 1000x). Die
Werte wurden hochgerechnet auf 100 eukaryote Zellen, um einen Vergleich der
verschiedenen Versuche zu ermdglichen. Die dargestellten Ergebnisse stammen aus

mindestens 3 Einzelversuchen.

Internalisierung:

Auch die Internalisierung (Abbildung 7) nahm bei allen Serotypen von 0,5h nach
2h zu. Sie erreichte héhere Werte als die Adharenz.

Bei A fasX war die Internalisierung zu allen Zeitpunkten am niedrigsten, bei dem
Wildtyp M49 am hdéchsten. Zwischen diesen beiden Stdmmen besteht fur alle 3
Zeitpunkte ein signifikanter Unterschied, der bereits bei Betrachtung der

Doppelimmunfluoreszenzbilder erkennbar ist (Abbildung 9).
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M18 zeigte ebenfalls geringeres Internalisierungsverhalten als die anderen
untersuchten Wildtyp-Stdmme. So war zu jeder Zeit ein signifikanter Unterschied

zwischen M18 und M49 nachweisbar.
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Abbildung 7: Internalisierung der untersuchten Streptokokken-Serotypen an J774 in
der Doppelimmunfluoreszenz Bei jedem Einzelversuch wurden in drei Gesichtsfeldern
je die Zahl der adhérierten, internalisierten und transienten Bakterien sowie die Zahl der
eukaryoten Zellen ausgezéhlt (VergrélRerung 1000x). Die Werte wurden ebenfalls auf 100
eukaryote Zellen hochgerechnet. Die dargestellten Ergebnisse stammen aus mindestens

3 Einzelversuchen.

Transiente Bakterien:

Streptokokken bestehen aus mehreren Bakterien, die zu Ketten verbunden sind.
Es ist moglich, dass ein Teil der Kokken einer Kette sich noch extrazelluar
befindet, wahrend die restliche Kette bereits intrazelluldr lokalisiert ist. Dabei
handelt es sich um sogenannte transiente Bakterien.

Der Anteil der transienten Bakterien stieg leicht im Zeitverlauf, war aber insgesamt
relativ niedrig (Abbildung 8).

44



Ergebnisse

100,00

90,00

80,00
5 70,00 B M1
S 60,00 O M3
E 40,00 B M49
3 30,00 O fas X

20,00 —

10,00

0,00 -

30min 1h 2h
Zeit (h)

Abbildung 8: Transiente Bakterien in der Doppelimmunfluoreszenz
Dargestellt ist die Zahl der Streptokokkenketten je 100 Zellen, bei denen ein Teil der

Kokken einer Bakterienkette extrazellular lokalisiert ist, der andere Teil intrazellular.

Die Relation von adharenten und internalisierten Bakterien wird in den
Abbildungen 9 und 10 verdeutlicht.

Man erkennt die Unterschiede zwischen den Serotypen, insbesondere die
Sonderrolle von A fasX im Vergleich zu M49. Auch M18 hebt sich von den anderen
Wildtypen durch geringere Adharenz und Internalisierung ab.

Bei allen Serotypen zu allen Zeitpunkten waren wesentlich mehr internalisierte
Bakterien vorzufinden als adharierte, der Anteil der internalisierten schwankte
jeweils um 80%. Diese Daten waren bei der Betrachtung unter dem Mikroskop
offensichtlich (Abbildung 9).

45



Ergebnisse

M49 A fasX
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Abbildung 9: Doppelimmunfluoreszenz — Fotos der Stamme M49 und A fasX In
dieser Abbildung ist ein direkter Vergleich von M49 und der M49-A fasX -Mutante nach
0,5h, 1h und 2h dargestellt. Die Zellkerne der eukaryoten Zellen wurden mit DAPI gefarbt
und fluoreszieren blau. Die extrazelluldr lokalisierten Bakterienketten fluoreszieren grin.

Die intrazellulare befindlichen Streptokokken, rot fluoreszierend, lagern sich in Haufen um

die Zellkerne herum. 600x Vergréfierung.
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B Internalisierung
O Transiente Bakterien
O Adhérenz

Bakterienzahl je 100 Zellen

Abbildung 10: Adhédrenz und Internalisierung der GAS-Serotypen bei J774 gestapelt
Die Einzelsdulen der Adharenz und Internalisierung sind gestapelt dargestellt. Der Anteil

der transienten Bakterien war nur gering.

3.1.4 Lebend/Tot-Farbung von S. pyogenes nach der Infektion von
J774

Nach den bisher durchgefiihrten Versuchen war nun interessant, ob die in der DIF
angefarbten Bakterien Uberhaupt noch leben. In den Internalisierungsversuchen
nach Molinari wurden kaum vermehrungsfahige intrazellulare Bakterien
nachgewiesen, in der Doppelimmunfluoreszenz sah man jedoch viele intrazellular
akkumulierende Bakterien. Dieser scheinbare Widerspruch wurde in Publikationen
so gedeutet (17), dass sich tote Bakterien in den Zellen anhaufen.

Die Doppelimmunfluoreszenz farbt alle Partikel an, die GAS-typische Oberflachen-
Proteine besitzen, gleichglltig ob diese noch leben und sich vermehren kénnen
oder nicht. Das Adhérenz- und Internalisierungsassay weist nur die Bakterien
nach, die in dem Moment noch zur Teilung féhig sind. Das Live/Dead-Kit, mit dem
diese Farbung durchgefihrt wurde, weist alle Bakterien mit noch intakter
Zellmembran als lebend aus. Diese Methode sollte als Ergénzung zu dem
bisherigen Methodenspektrum dienen, und den vermeintlichen Widerspruch
aufklaren.

Da jede Kokke einer Streptokokkenkette fir sich allein eine Lebensform darstellt,

die Auswertung der Versuche aber der Einfachheit halber mittels Zahlung ganzer
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Ketten erfolgt, ergibt sich die Mdglichkeit von gemischten Ketten aus lebenden und

toten Kokken, diese wurden gesondert erfasst.

Die Farbung mit dem Live/Dead-Kit ergab im Wesentlichen einen mehr oder
weniger konstanten Verlauf. Wesentlich ist das Verhaltnis zwischen der Zahl der
lebenden und toten Bakterien (Abbildung 11).

Der Anteil der lebenden Bakterien bei dieser Methode war bei allen Serotypen
groRer als der Anteil der toten Bakterien, schwankend um 60%. Die toten GAS-
Ketten sowie die aus lebenden und toten Kokken bestehenden GAS-Ketten
vereinigten jeweils circa 20% auf sich. Es sind zwar geringfligige Unterschiede
zwischen den einzelnen Serotypen erkennbar, aus diesen 14t sich aber nicht auf
generelle Unterschiede schliel3en, da diese Ergebnisse aus der Auswertung einer

geringen Zahl von Bakterien stammen.
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Abbildung 11: Prozentuale Anteile der sich als tot, lebend bzw. gemischt tot und
lebenden darstellenden Bakterienketten J774 Es wurden unter dem
Fluoreszenzmikroskop in 3 Gesichtsfeldern die Zahl der lebenden, toten und gemischten
Streptokokkenketten bestimmt (VergréRerung 600x). Die Versuche wurden mindestens
3fach durchgefuhrt.
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3.2 Humane Monozyten Mono Mac 6

3.21  Wachstumsverhalten der MM6
Im folgenden Experiment wurde das Wachstumsverhalten der humanen

Monozyten untersucht.
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200000,00 der eukaryoten Zellen
100000,00 Uber 5 Tage beob-
0,00 ' ' ' ' ' achtet. Dieser Kurve

0 24 48 72 9% 120 144

Zeit (h) liegen die Mittelwerte

von 3 unabhangigen
Versuchen zugrunde. Bei jedem Versuch wurden die Zellen von mindestens 2 Wells

ausgezahlt.

Die humanen Monozyten zeigten ein langsameres Wachstum, erkennbar an der
Verdopplungszeit, die hier 35,4 Stunden betrug (Abbildung 12). Nach 5 Tagen
verlangsamte sich das Wachstum. Zu diesem Zeitpunkt hatte auch ein
Mediumwechsel erfolgen sollen, um die Plateauphase messen zu kénnen. Der
Mediumwechsel wiederum war nur unter grolem Aufwand und mit Zentrifugation
moglich, da es sich bei dieser Zelllinie um Suspensionszellen handelt. Deshalb

wurde die Bestimmung des Wachstumsverhaltens nach 5 Tagen abgebrochen.

3.22 Phagozytoseassay

Auch fur diese Zelllinie wurde mittels Latexbeads die phagozytadre Aktivitat
untersucht. Uberraschenderweise konnte eine Aufnahme von inerten Latexbeads
durch die Zelllinie MM6 nicht festgestellt werden (Abbildung 13). Der Versuch
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wurde zweimal durchgefihrt. Die geringere Zelldichte auf den Fotos wird durch die

in Suspension schwimmenden Zellen vorgetauscht.

Abbildung 13: Phagozytoseassay MM6 Dem Medium der humanen Monozyten wurden
Latexbeads zugesetzt. Nach 1h wurden die Wells auf Eis gestellt, um eine weitere
Phagozytose zu verhindern. Die Zellen, die sich im Well abgesetzt hatten, wurden unter
dem Lichtmikroskop betrachtet und zur Auswertung herangezogen. Es wurden
mindestens 200 Zellen pro Versuch ausgewertet. Dieses Foto wurde anschlieRend von
einer Probe desselben Ansatzes unter einem anderen Mikroskop angefertigt. Wenige
Mikroliter wurden auf einen Objekttrager gegeben, und mit einem Deckgldschen bedeckt.
Das erklart die geringe Zelldichte auf den Fotos. Die Kkleiner erscheinenden,
monomorphen Partikel sind die Latexbeads (schwarze Pfeile). Die unregelmaBig

geformten Zellen enthalten keine Latexbeads (weilde Pfeile). Vergrélierung 600x.

3.23 S. pyogenes Internalisierung in MM6-Monozyten

Ermittlung der Antibiotikakonzentration fiir ein Internalisierungsassay

Bei den murinen Makrophagen wurde das die Bakterien enthaltende Medium eine
Stunde nach Versuchsbeginn gegen antibiotikahaltiges Medium (mit einem
Antibiotikagehalt von 1%) ersetzt. Dieses Vorgehen war bei den humanen
Monozyten nicht méglich, da diese zusammen mit den Streptokokken im Medium
schwimmen.

Eine Stunde nach Versuchsbeginn mussten alle Bakterien ziigig aus dem Medium
entfernt werden. Bei den Monozyten musste dies durch Zugabe von Antibiotikum

zum Ausgangsmedium anstatt durch Ersatz des Ausgangsmediums geschehen.
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Da sich eine grolte Zahl von Bakterien in der Lésung befand, stellte sich die Frage,
ob ein Antibiotikagehalt von 1% ausreichte. Aus diesem Grund wurde ein Versuch

zur Feststellung des nétigen Antibiotikagehalts durchgefihrt.
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=
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2 80,00 1 -— g 5% AB
X 60,00

0,00 i J T &—

A
05h 1h 2h
AB Zeitin h

Abbildung 14: Wirkung von verschiedenen Konzentrationen von Penicillin und
Streptomycin auf die Zahl der Streptokokken Verschiedene Wells wurden mit der
gleichen Menge Bakterien versehen und die Ausgangszahl der Bakterien ermittelt. In die
Wells wurden unterschiedliche Mengen Antibiotikum (AB) zugegeben und nach 0,5h, 1h

und 2h die noch vorhandene Zahl vermehrungsfahiger Streptokokken bestimmt.

Wie erwartet stieg die Zahl der Bakterien in dem Ansatz ohne Antibiotikum nach 2
Stunden stark an (Abbildung 14). Bei dem Ansatz mit einem Antibiotikagehalt von
1% lebten nach 1h noch 13,41% der anfanglich eingesetzten Bakterien, bei einem
Antibiotikagehalt von 2% noch 1,82%. Bei einem Antibiotikagehalt von 5%
Uberlebten nur 0,02% eine Stunde in dem Medium. Dementsprechend wurde fir
weitere Versuche mit dieser Zelllinie Medium mit einem Antibiotikagehalt von 5%

verwendet.

Bestimmung internalisierter S. pyogenes mittels CFU-Assay

Im CFU-Assay konnte lediglich die Zahl der intrazellularen Bakterien fur die

Zeitpunkte 2h, 4h und 8h p.i. untersucht werden. Eine Bestimmung der adhéarierten
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Bakterien und friherer Zeitpunkte war aufgrund der Eigenschaften der humanen

Monozyten mit der angewandten Methode nicht moéglich.
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Abbildung 15: Internalisierung verschiedener Gruppe-A-Streptokokken in MM6 im
CFU-Assay Es wurde bestimmt, wieviel Prozent der zu Versuchsbeginn zugebenen
Bakterien (Inokulum) sich nach dem jeweils angebenen Zeitraum in den Zellen befanden.
Die dargestellten Ergebnisse fiir jeden Serotyp stellen Mittelwerte aus mindestens 3

unabhangigen Einzelwerten dar.

Insgesamt fallt die sehr geringe Zahl an intrazelluldren Bakterien auf (Abbildung
15). Zusétzlich kénnen, sofern dies bei so geringen Werten Uiberhaupt méglich ist,
Serotyp-spezifische Unterschiede erkannt werden. M3 wies zu allen Zeitpunkten
die héchste Internalisierungsrate auf. M18 und A fasX zeigten die geringste Rate
an intrazellularen Bakterien.

Wie bei den Mausmakrophagen wurde auch bei den humanen Monozyten zu
Versuchsbeginn sowie zu jedem Zeitpunkt die Anzahl der lebenden und toten

Zellen bestimmt.
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lebende Zellen tote Zellen
M1 Mittelwert in % Stabw. in % Mittelwert in % Stabw. in %
Oh 93,4 2,2 6,7 2,2
2h 93,3 1,2 6,7 1,2
4h 92,9 1,2 7.1 1,2
8h 93,5 1,5 6,5 1,5
M3 Mittelwert in % Stabw. in % Mittelwert in % Stabw. in %
Oh 93,4 2,2 6,7 2,2
2h 92,2 2,3 7,8 2,3
4h 92,9 2,3 7.1 2,3
8h 93,7 0,7 6,3 0,7
M6 Mittelwert in % Stabw. in % Mittelwert in % Stabw. in %
Oh 94,1 2,1 5,9 2,1
2h 95,6 2,7 4.4 2,7
4h 94,2 2,8 5,8 2,8
8h 94,1 2,3 5,9 2,3
M18 Mittelwert in % Stabw. in % Mittelwert in % Stabw. in %
(1]3} 941 2,1 5,9 2,1
2h 92,9 0,7 7.1 0,7
4h 95,1 1,9 49 1,9
8h 92,9 4.5 7,1 4.5
M49 Mittelwert in % Stabw. in % Mittelwert in % Stabw. in %
Oh 92,0 1,3 8,0 1,3
2h 91,0 2,8 9,0 2,8
4h 89,1 43 10,9 4,3
8h 92,0 2,1 8,0 2,1
A fasX Mittelwert in % Stabw. in % Mittelwert in % Stabw. in %
Oh 92,0 1,3 8,0 1,3
2h 93,6 1,9 6,4 1,9
4h 92,4 1,8 7,6 1,8
8h 88,8 3,3 11,2 3,3

Tabelle 2: Entwicklung der Zahl der lebenden und toten eukaryoten MM6 in % In

dieser Tabelle ist der prozentuale Anteil der lebenden und toten eukaryoten Zellen an

allen Zellen zu jedem Zeitpunkt wiedergegeben.

Die Zellzahlen der lebenden Mono Mac 6 zeigten einen konstanten Verlauf Gber
den Versuchszeitraum (Tabelle 2). Es war weder ein Verlust noch ein Zuwachs an

Zellen zu verzeichnen, was auf eine geringe Zytotoxizitat der Bakterien gegenlber

dieser Zelllinie schlief3en lasst.

Korrespondierend dazu liel3 sich ein etwa konstanter Verlauf des Anteils an toten

Zellen nachweisen.
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Bestimmung internalisierter S. pyogenes mittels Doppelimmunfluoreszenz

Es wurde die Zahl der internalisierten Bakterien 2h, 4h und 8h post infectionem
(p.i.) bestimmt.

Die Doppelimmunfluoreszenz-Versuche der MMG6 sind nicht direkt vergleichbar mit
denen der J774, da hier keine direkte Zuordnung von eukaryoten Zellen zu
dazugehérigen Bakterien mdglich ist. Die Zellen wurden nach dem
entsprechenden Infektionszeitraum mittels Zentrifugation auf den Deckglaschen
fixiert, dabei wurde die Zellmembran der Monozyten zerstért. In den
mikroskopischen Prédparaten lagen die zuvor internalisierten Bakterien dann
extrazellular  verstreut Uber das ganze  Blickfeld, ohne direkte

Zuordnungsmoéglichkeit zu den eukaryoten Zellen.

6000,00

5000,00
ks
S 4000,00 a M1
§ aM3
©. 3000,00 B M6
c
Q2
§ 2000,00 - B M18
& B M49

1000,00 - B fas X

0,00 :
2h 4h 8h
Zeit (h)

Abbildung 16: Internalisierung der untersuchten Streptokokken-Serotypen in MM6
in der Doppelimmunfluoreszenz Bei dieser Zelllinie wurde nur die Zahl der
intrazelluldren Bakterienketten bestimmt. Bei jedem Einzelversuch wurden in drei
Gesichtsfeldern je die Zahl der internalisierten Bakterienketten sowie die Zahl der
Zellkerne der Monozyten ausgezahlt (Vergroflerung 1000x) Die Werte wurden
hochgerechnet auf 100 eukaryote Zellen, um einen Vergleich der verschiedenen Versuche

zu ermdglichen. Die dargestellten Ergebnisse stammen aus mind. 3 Einzelversuchen.

Zunéachst fielen die sehr hohen Bakterienzahlen bei dieser Zelllinie auf (Abbildung

16). Aulerdem erkennt man ein leichtes Absinken der Bakterienzahlen Uber die
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Zeit, vor allem bei den Serotypen M1, M3 und M49. Die niedrigsten Werte Uber
den ganzen Verlauf zeigte A fasX, wahrend der dazugehdérige Wildtyp hdhere
Werte aufwies. Die gréten Unterschiede waren 2h p.i. zwischen den

verschiedenen Serotypen zu erkennen, insbesondere zwischen M49 und A fasX.

3.24 Lebend/Tot-Farbung von S. pyogenes nach der Infektion von
MM6

Analog zu den Versuchen mit den Mausmakrophagen wurde auch in der MM6-
Versuchsreihe eine Lebend-Tot-Farbung mit den GAS-Serotypen nach Infektion
der Monozyten durchgefuhrt (Abbildung 17 und 18).

Auch hier erbrachte die Farbung mit dem Live/Dead-Kit im Wesentlichen ein mehr
oder weniger konstanten Verlauf. Wesentlich ist das Verhéaltnis zwischen der Zahl
der lebenden und toten Bakterien. Lediglich der Serotyp M18 fiel mit einem
geringeren Anteil lebender Streptokokkenketten auf. Wie bereits bei den
Mausmakrophagen erwahnt, lassen sich die Unterschiede aufgrund der geringen

Bakterienzahl nicht unbedingt verallgemeinern.
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Abbildung 17: Prozentuale Anteile der sich als tot, lebend bzw. gemischt tot und
lebenden darstellenden Bakterienketten in MM6-Zellen Es wurden unter dem
Fluoreszenzmikroskop in 3 Gesichtsfeldern die Zahl der lebenden, toten und gemischten
Streptokokkenketten bestimmt (VergréRerung 600x). Die Versuche wurden mindestens
3fach durchgefuhrt.
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M1 8h A fasX 8h

Positivkontrolle Negativkontrolle

Abbildung 18: Lebend/Tot-Farbung MM6 Die beiden oberen Fotos zeigen
exemplarisch die mikroskopischen Praparate der Stdmme M1 und A fasX 8h p.i. Die griin
fluoreszierenden Ketten sind lebende Bakterien (weiler Pfeil), die roten tote
Streptokokken (blauer Pfeil). Es werden ebenfalls gemischte GAS-Ketten nachgewiesen,

in denen einzelne Kokken bereits tot sind, andere noch leben (gelbe Pfeile).

3.25 Differenzierungsversuche

Es wurde versucht, die humanen Monozyten der Zelllinie MM6 mittels der
Chemikalie Phorbolester in Makrophagen zu Uberfihren (Abbildung 19). Der
Versuchsaufbau  erstreckte  sich dber 3 Tage und beinhaltete

Phorbolesterkonzentrationen von 50nM bis 0,09 nM. Da Phorbolester toxisch ist,
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wurde die Substanz nach 2 Tagen durch Mediumwechsel entfernt.  Nicht

adhérierte monozytére Zellen wurden dabei mit dem Medium abgenommen.

Bei Einsatz hoher Phorbolesterkonzentrationen adhérierten keine Zellen. Der
hdchste Anteil an adhérenten Zellen wurde mit einer Konzentration von 0,75 bzw.
0,375nM nach 2 Tagen erreicht. Nachdem das Medium erneuert und so der
Phorbolester und nicht adharente Zellen entfernt wurden, I6ste sich allerdings ein
Groldteil der Monozyten wieder vom Untergrund. Daher war eine komplette
Versuchsreihe mit den adhéarierten MM6-Zellen und somit ein direkter Vergleich
mit den J774-Makrophagen im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit aus

Zeitgrinden nicht mdglich.
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Abbildung 19: Versuch der Ausdifferenzierung von Monozyten zu Makrophagen
mittels Phorbolester Es wurden verschiedene Phorbolesterkonzentrationen verwendet,
die jeweils 48h auf die Monozyten einwirkten. Nach 24h, 48h und 72h wurde der Anteil der

adharierten Zellen bestimmt.
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4 Diskussion

Gruppe-A-Streptokokken (GAS) gehéren zu den wichtigsten humanpathogenen
Bakterien und sind in der Lage, eine Vielzahl von Krankheiten auszul6sen.
Streptokokken sind im Wirt vorwiegend extrazelluldr lokalisiert. Sie haben
zahlreiche Strategien entwickelt, um zum Beispiel der Phagozytose zu entgehen.
Verschiedene Experimente zeigten aber, das GAS auch intrazellular Gberleben
kénnen (28, 53). Der intrazellulare Raum bietet einige Vorteile fir Bakterien. Viele
Antibiotika sind nicht intrazelluldr wirksam. Das koérpereigene Immunsystem hat
auch nur eingeschrankte Moéglichkeiten, in diesem Kompartiment zu wirken. Es
verwundert also nicht, dass von vielen anderen Bakterienspezies schon lange
bekannt ist, dass sie in Wirtszellen intrazellular persistieren kénnen. Von der
Invasion intrazellular lebender Bakterien kénnen nicht nur Epithelzellen, sondern
auch die Zellen des Immunsystems selbst betroffen sein. Haufig handelt es sich
um phagozytierende Zellen wie neutrophile Granulozyten und Makrophagen.
Makrophagen erfillen wesentliche Funktionen bei der unspezifischen
Immunabwehr und stellen ein wichtiges Bindeglied zur adaptativen Immunabwehr
dar (22). Daher kénnen bakterielle Pathogene angeborene und erworbene
Immunantworten nicht umgehen, wenn sie keine Strategie fir den Umgang mit
Makrophagen haben (80).

Einige Bakterienspezies, die in Makrophagen persistieren kdénnen, greifen in den
Phagosomen-Haushalt ein. Dazu z&hlen unter anderem Mykobakterien,
Salmonella typhimurium und Legionella pneumophila. Eine weitere Moglichkeit
stellt die Interferenz mit Signalkaskaden in den Makrophagen dar, z.B. durch
Abschwéchung von intrazelluldren Signalen oder Modulation von extrazelluldren
Entziindungsantworten (80). Viele andere pathogene Bakterien nutzen also Zellen
des Immunsystems fur ihre Zwecke. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Interaktion von GAS und Monozyten und Makrophagen in vitro untersucht, um zu
prufen, ob dieser Mechanismus auch bei den Gruppe-A-Streptokokken eine Rolle
spielt.

In den letzten 20 Jahren wurde ein deutlicher Anstieg der systemischen

Streptokokkenerkrankungen festgestellt (18). In der vorliegenden Arbeit sollte
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geklart werden, ob die neu erworbene F&higkeit zur Invasion von eukaryoten
Zellen im Allgemeinen und von phagozytierenden Zellen im Speziellen hierfur
ursachlich sein koénnte. Hierzu wurden die besonders haufig mit schweren
Infektionen assoziierten Serotypen mit Streptokokken verglichen, die in erster Linie
oberflachliche Haut- und Schleimhautinfektionen hervorrufen. Zuséatzlich sollte der
Einfluss des FasBCAX-Regulator-Systems auf die Adharenz an und Invasion von
Phagozyten geklart werden.

Mehrere Arbeitsgruppen untersuchten die Interaktion von GAS und neutrophilen
Granulozyten, ebenfalls phagozytierenden Zellen des unspezifischen
Immunsystems. Einige konnten zeigen, dass GAS von den Neutrophilen effektiv
phagozytiert und getétet werden (17, 84). Andere wiesen nicht nur eine Persistenz
der GAS in den Granulozyten, sondern sogar eine Vermehrung im Zytoplasma
nach (62). Es wurde angenommen, dass die zytolytischen Enzyme, Streptolysin S
und O der GAS a&hnlich dem Listeriolysin der Listerien Poren in die
Vakuolenmembran einfigen und so der Inaktivierung in den Phagosomen
entgehen (62).

In den im Rahmen dieser Dissertation durchgeflihrten Versuchen konnte gezeigt
werden, dass GAS nicht dauerhaft in den Maus-Makrophagen tberleben kdnnen.
Im CFU-Assay wurde ein deutlicher Abfall der vitalen intrazellularen Bakterien
detektiert. In den Doppelimmunfluoreszenzversuchen hingegen wurde ein Anstieg
der intrazelluldren Bakterien festgestellt. Dies deutet darauf hin, dass die Bakterien
von den Makrophagen aufgenommen werden, aber nicht in ihnen persistieren,
sondern sukzessive abgetdtet werden (17). Die abgetéteten Bakterienreste
werden dann in der Doppelimmunfluoreszenz nachgewiesen. Dieses Resultat
deckt sich mit Ergebnissen der Arbeitsgruppe um Goldmann (27). Sie wiesen eine
effiziente Internalisierung und Beseitigung der GAS durch die Makrophagen nach
und betonten die Bedeutung der Makrophagen in der friihen Phase der Infektion.
Zusatzlich kénnen aber Serotyp-spezifische Unterschiede ausgemacht werden. Im
CFU-Assay kdénnen zwei Gruppen charakterisiert werden: M1, M3 und M18 zeigen
eine verstarkte Adharenz und Internalisierung im Vergleich zu M6, M49 und A
fasX. So werden bei M1 nach 1h fast 40% des Inokulum in Assoziation mit den

Makrophagen vorgefunden, das heil3t, die Bakterien sind entweder adhéariert oder
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internalisiert. Bei M49 sind es nur 5,9%, der Unterschied ist signifikant. Nach 2h
sind bei M1 Uber 9% der Bakterien lebend intrazellular nachweisbar, bei M49
lediglich 0,44%. Bei vergleichbaren Experimenten mit Gruppe-B-Streptokokken
(GBS) fanden Valentin-Weigand et al. 1996 (90) nach 2 Stunden 6*10°
intrazelluldre Bakterien, entsprechend 60% des Inokulums, die zudem noch Uber
24h intrazellular persistierten. Im Vergleich dazu konnten nach 24h praktisch keine
GAS in den J774 nachgewiesen werden.

Gleichzeitig zeigten die GAS-Serotypen M1 und M3 in der Doppelimmun-
fluoreszenz eine starke Kapazitat zur Internalisierung. Die Serotypen werden also
massiv phagozytiert, sind aber verhaltnismaflig widerstandsfahig gegeniber einer
Inaktivierung durch Makrophagen. Dies kdnnte in Verbindung zur erhdhten
Virulenz dieser Stdmme stehen.

Bei den Ubrigen Serotypen M6, M49 und A fasX liegt der Anteil der lebenden
intrazellularen Bakterien 2h post infectionem deutlich unter 5%, sie sind also
weniger widerstandsféhig gegeniber den Toétungsmechanismen der Maus-
Makrophagen.

Wird das Verhalten von M49 und A fasX in der Doppelimmunfluoreszenz
verglichen, féllt auf, dass die Mutante A fasX trotz gleichen Inokulums schlechter
adhériert und internalisiert. Im CFU-Assay finden sich bei beiden in etwa gleich
viele lebende Bakterien intrazelluldr. Sie werden dhnlich stark von den Phagozyten
inaktiviert, sind also tot oder zumindest nicht mehr vermehrungsfahig. Es kénnte
daraus geschlossen werden, dass die Inaktivierung des fas-Operons bewirkt, dass
die Bakterien weniger von den Makrophagen phagozytiert werden bzw. adhérieren
und internalisieren, aber auch weniger von diesen getétet werden. Ein
abgeschaltetes Fas-Regulationssystem kénnte also ein klarer Selektionsvorteil in
der Auseinandersetzung mit professionellen Phagozyten sein.

Nach der Entdeckung von Fas wurde postuliert, dass dieser Regulator als
molekularer  Schalter zwischen einem  persistierenden oder einen
gewebszerstérenden Phénotyp fungiert (43, 46). Die tendenziell verminderte
Adhérenz der A fasX-Mutante gegeniber dem Wildtyp steht im Widerspruch zu
dieser vorausgehenden Charakterisierung von Fas. Dieser Widerspruch zur

Erstcharakterisierung fand sich auch bei anderen Versuchen dieses Labors (43).
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In Anbetracht der hier erarbeiteten Ergebnisse kann vermutet werden, dass der
Fas-Regulator eine Zunahme der Virulenz des Bakteriums bewirkt, mit verstarkter
Adhérenz und Internalisierung sowie Ausschittung von sezernierten Toxinen wie
Streptolysin S. Die Ausschaltung dieses Regulators vermindert die Virulenz und
so scheinbar auch die Reaktion der eukaryoten Zelle auf das Bakterium. Diese
Theorie wird durch Ergebnisse unterstitzt, in denen mit der A fasX-Mutante
infizierte HEp-2-Zellen noch weniger IL-8 ausschutteten als nicht-infizierte HEp-2-
Zellen, wahrend mit dem Wildtyp infizierte Zellen einen starken Anstieg der IL-8-
Ausschittung auslésten. Es wurde angenommen, dass Fas in diesem Fall als
Negativ-Regulator fir eine IL-8-spaltende Protease wirkt (43). Hidalgo-Grass et al.
(30, 31) isolierten die Protease ScpC aus infiziertem Gewebe von an
nekrotisierender Fasziitis Erkrankten und wiesen die Spaltung von Chemokinen in
vitro nach.

Die intrazellulare Persistenz scheint in den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen
auch abhangig von dem Negativ-Regulator Nra zu sein. Nra scheint die Bindung
von geldstem Fibronektin zu kontrollieren. Die vermehrte Fibronektinbindung ist
assoziiert mit einer Verminderung der Internalisierungsrate. Nra-Mutanten zeigten
eine hoéhere Adhdrenz und Internalisierung. Sie konnten aus Phagosomen
entweichen und verursachten schwere Schaden bei den Wirtszellen,
wahrscheinlich durch erhdhte Expression von SpeB und Streptolysin S (65).

GAS sind ausschlielllich humanpathogene Bakterien. Viele Daten Uber
Streptokokken wurden aber an Mausen oder Mausezellen erhoben. Die
Interpretation solcher Versuche und Rickschlisse auf das Verhalten bei
menschlichen Zellen sind somit nur begrenzt moglich. Dies haben die hier
durchgefihrten Versuche mit murinen Makrophagen deutlich belegt, denn diese
téten GAS effektiv ab. Dies kénnte ein Grund sein, warum GAS nicht tierpathogen
sind, sondern ausschlieBlich den Menschen als Reservoir haben. Gleichzeitig
besteht also auch die Mobglichkeit, dass GAS wesentlich erfolgreicher im
Uberlebenskampf mit humanen Makrophagen sind. Darum wurden im Rahmen
dieser Dissertation auch Versuche mit humanen Immunzellen, der
Monozytenzelllinie Mono Mac 6 (MM6), durchgefuhrt. Diese zeigte im CFU-Assay

insgesamt sehr wenige intrazellular lokalisierte Bakterien. MM6 nahmen im
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Phagozytoseassay keine Latexbeads auf, die Zellen sind also nicht phagozytar
aktiv. Die wenigen intrazelluldren Bakterien im CFU-Assay missen also aktiv in
die Zellen eingedrungen sein.

Bei allen Isolaten zeigte sich ein Abfall der Zahl der lebenden intrazellularen
Bakterien Uber die Zeit. Dies bedeutet, dass die GAS nicht in der Lage sind, in den
Monozyten zu persistieren. Nur M3 erreichte Uberlebensraten (iber 1% und wies
damit signifikante Unterschiede zu den anderen M-Serotypen auf. Innerhalb der
anderen Isolate konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. GAS
kénnen offensichtlich noch schlechter in humanen Monozyten Uberleben als in
Maus-Makrophagen.

In der Doppelimmunfluoreszenz wurde eine gro3e Zahl von Bakterien angeféarbt,
deren Zahl Uber die Zeit abnahm. Die angefarbten Bakterien befanden sich nicht
intrazelluldr sondern extrazellular verstreut. Dies kann an der Methodik liegen
(Zentrifugation zur Fixierung auf dem Untergrund und damit Zerstdérung der
Zellmembranen der MMB6). Eine wahrscheinlichere Mdoglichkeit ist, dass die
Bakterien nicht in die Monozyten eingedrungen sind. Die extrazellularen Bakterien
wurden zwar durch die Zugabe von Antibiotika abgetétet, die toten Bakterien aber
nicht durch Waschen aus der Lésung entfernt. Dies wirde die hohe Zahl an
nachgewiesenen Bakterien bei fehlender phagozytotischer Aktivitat erklaren.

In der Lebend-Tot-Farbung wird zwar ein hoher Anteil der Bakterien als lebend
ausgewiesen, es konnte hier aber ein methodischer Fehler vorliegen. Es ist
denkbar, dass bei Bearbeitung der Zellen nicht nur die Struktur der eukaryoten
Zellen, sondern auch die der toten Bakterienketten zerstdrt wurde. Dies wirde zu
einer scheinbaren Senkung des Anteils der toten Bakterien fihren. Das wirde
auch zu der Beobachtung passen, dass sich in den Praparaten der Lebend-Tot-
Farbung insgesamt nur wenige Streptokokken fanden.

Mehrere Arbeitsgruppen konnten nachweisen, dass GAS in neutrophilen
Granulozyten von Mausen Uberleben kénnen (61, 62, 84, 94), wahrend andere
eine effiziente Tétung der GAS durch Maus-Phagozyten fanden (17, 27). Sicher
ist, das GAS nicht-phagozytierende Zellen invadieren und dort persistieren
kénnen, und das in einem Umfang, der dem fakultativ intrazelluldrer Bakterien
entspricht (53, 62, 63).
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Da die Zahl der vitalen Bakterien in den Epithelzellen in vielen Experimenten mit
der Zeit abfiel (28, 43), wurde von einigen Arbeitsgruppen daraus geschlossen,
dass GAS nicht intrazellular proliferieren kénnen und somit das Eindringen von
GAS in die Epithelzellen nicht den ersten Schritt fir eine systemische Infektion
darstelle (81). Vielmehr wirden die Gruppe-A-Streptokokken den intrazelluldren
Raum lediglich zum Schutz vor der Wirtsabwehr und Antibiotika nutzen, um so im
Wirt zu persistieren.

Es ist aber mdéglich, dass die invasiven Serotypen wie M1 und M3 sich hier von
den anderen M-Typen unterscheiden. In den hier durchgeflihrten Experimenten
wurden teilweise signifikant mehr vitale Bakterien dieser Serotypen intrazellular
nachgewiesen. Es ist denkbar, dass die besonders invasiven Stdmme unter
gunstigen Umgebungsbedingungen durchaus langere Zeit in Immunzellen
persistieren und sich so besonders leicht ausbreiten kénnen. Von Gruppe-B-
Streptokokken (GBS) ist schon seit langerem bekannt, dass sie die Invasion von
und Persistenz in Phagozyten zur systemischen Dissemination nutzen. Ausgehend
von der lokalen Entziindung disseminieren sie mit Hilfe von phagozytierenden
Zellen und l6sen schwere Pneumonien und Meningitiden bei Neugeborenen aus
(63, 90).

Bestatigt wird diese Theorie von den Ergebnissen der Forschungsgruppe um
Thulin (85). Sie untersuchten die Biopsien von antibiotisch therapierten Patienten
mit schweren Weichteilinfektionen und fanden gro3e Mengen an vitalen GAS
sowohl extrazelluldr als auch innerhalb von Makrophagen. Der grof3te Anteil an
intrazellularen GAS wurde interessanterweise in Biopsien von relativ frisch
betroffenem Gewebe gefunden. In nachfolgenden in vitro-Versuchen mit den
invasiven GAS-Stammen und humanen Monozyten sowie Makrophagen wurden in
30% bis 60% der eukaryoten Zellen bis zu 20h lebende Bakterien nachgewiesen.
Wurden die extrazelluldren Antibiotika 12h p.i. entfernt, fanden sich nach einer
zeitlichen Verzdgerung von 2h wieder zahlreiche Bakterien im Kulturmedium. Das
stitzt die Vermutung, dass Streptokokken in der Lage sind, das Verlassen der
Wirtszelle in einem gunstigen Moment selbst zu induzieren. Diese Meinung wurde

auch von Marouni et al. (58) vertreten.
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Die Lokalisation der GAS ist scheinbar abhdngig von der Schwere der
Gewebsinfektion. In relativ frisch infiziertem Gewebe befanden sich die Bakterien
vor allem innerhalb der Makrophagen, wahrend sie bei starker betroffenem
Gewebe nur extrazellular oder intra- und extrazellular gefunden wurden. Sobald
die Infektion etabliert und ein Schutz vor der Immunabwehr nicht mehr erforderlich
ist, verlassen die Streptokokken die intrazellulare Nische wieder.

Die Rolle der Wirtseigenschaften ist fir den Ausgang der Infektion nicht zu
unterschatzen. Neben bereits bekannten, allgemeinen Risikofaktoren wie Alter,
chronischen Grunderkrankungen und Immunsuppression spielen auch genetische
Komponenten des Wirts eine wichtige Rolle, wenn es um die Frage der Anfélligkeit
fur GAS-Infektionen geht (26). Individuen, die mit dem gleichen Serotyp infiziert
sind, kdnnen sehr verschiedene Manifestationen entwickeln. Verschiedene
Mausestamme unterschieden sich merklich in ihrer Anfélligkeit fur GAS-Infektionen
(25, 26). In einer Studie in Minnesota wurde ein einziger Streptokokken-Klon bei
Patienten mit Pharyngitis, asymptomatischen Tragern und systemisch Erkrankten
nachgewiesen (8). Bestimmte HLA-Klasse-II-Typen verleihen einen starken Schutz
vor schwerer systemischer Erkrankung, wéahrend andere das Risiko fir eine
schwere Erkrankung erhoéhten. Grund hierfir kdnnte die Fahigkeit sein, die
Zytokin-Antworten, die durch streptokokkale Superantigene ausgelést werden, zu
regulieren (44).

Das zeigt, dass unabhangig vom Bakterium zusatzlich spezifische Eigenschaften
des Wirts entscheidend fur den Verlauf einer Infektion sind.

Abhangig von Virulenz und Eigenschaften des invadierenden Bakteriums sowie
Art der betroffenen Zellen kann die Invasion unterschiedliche Rollen in der
Pathogenese der GAS einnehmen:

1. GAS-Serotypen, die mit oberflachlichen Infektionen assoziiert sind, nutzen die
Invasion von Epithelzellen zur Persistenz im Wirt und kénnen rekurrente
Infektionen auslésen (53, 73, 74, 75). Diese Tatsache wurde bereits fur das
Therapie-Versagen mit Penicillin bei GAS-Pharyngitiden verantwortlich gemacht.
Streptokokken-Isolate von Patienten nach gescheiterter Antibiotikatherapie

adharierten und internalisierten wesentlich effizienter an Epithelzellen als
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erfolgreich eradizierte Stamme (57). Die Rate der asymptomatischen Trager von
GAS liegt geschlechts- und saisonunabhangig bei ca. 2% (32).

2. Mit schwer verlaufenden, systemischen Infektionen assoziierte Gruppe-A-
Streptokokken k&énnen mithilfe der Invasion von Makrophagen tiefergehende
schwere Weichteilinfektionen verursachen (85). Die Internalisierung der
Makrophagen kénnte die Ausbreitung der Bakterien innerhalb des Gewebes
begunstigen (85). Mdglich ist auch eine systemische Ausbreitung durch eine
Persistenz in neutrophilen Granulozyten (61, 62, 84, 94).

3. Die Internalisierung in Epithelzellen und Immunzellen kann ebenfalls Zeichen
des Unvermdgens der GAS sein, einer Phagozytose und Eliminierung durch das
angeborene Immunsystem zu entgehen. Dies scheint bei den hier erhobenen
Daten der Fall zu sein (27, 68, 81).

Ein weiteres Verstandnis der zugrunde liegenden Pathomechanismen von
Persistenz und systemischer Ausbreitung der Streptokokken im Menschen ist
aulRerst wichtig. Asymptomatische Trager sind das Hauptreservoir fir
Streptokokken. Wenn es mdglich wére, gezielt in die Invasion von eukaryoten
Zellen einzugreifen, kénnten die Streptokokkenbestdnde malgeblich dezimiert
oder sogar eliminiert werden. Auch wenn das nicht gelingt, waren ganz neue

Therapieanséatze der systemischen Streptokokken-Erkrankungen méglich.
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5 Zusammenfassung

S. pyogenes ist ein bedeutender bakterieller Krankheitserreger des Menschen. Die
Pathomechanismen dieser Bakterien sind seit Jahrzehnten Gegenstand intensiver
Forschungen. Bis vor wenigen Jahren galten Gruppe-A-Streptokokken (GAS) als
ausschliel3lich extrazellulare Bakterien. Es konnte aber gezeigt werden, dass GAS
nicht nur in der Lage sind, in Epithelzellen einzudringen, sondern auch Uber
l&ngere Zeit in ihnen zu Uberleben (28, 53).

Seit den 80er Jahren nahm die |Inzidenz der systemischen
Streptokokkenerkrankungen auffallend zu (18). Da von anderen Bakterien bereits
bekannt ist, dass sie die Invasion von phagozytierenden Zellen nutzen, um im Wirt
zu disseminieren, stellte sich die Frage, ob die haufig mit systemischer Erkrankung
assoziierten GAS-Serotypen ebenfalls diese Strategie verfolgen und so die
Inzidenzzunahme der systemischen Erkrankungen zu erklaren sei.

Es sollte eine mogliche Rolle der Invasion von Phagozyten im natlrlichen
Infektionsprozess der GAS geklart werden. Weiterhin wurde der Einflud des
FasBCAX-Systems, eines Regulatorsystems fir Virulenzfaktoren, auf die Invasion
von Immunzellen untersucht.

Das Adhérenz- und Internalisierungsverhalten der Bakterien an die Zelllinien
wurde mit 2 unterschiedlichen Methoden untersucht. Hierfir wurden sechs
Serotypen von S. pyogenes und zwei Immunzelllinien ausgewahlt. Da GAS
ausschlie8lich humanpathogene Bakterien sind, wurde neben der Maus-
Makrophagen-Zelllinie J774 die humane Monozyten-Zelllinie Mono Mac 6 (MMG6)
untersucht. Unter den ausgewahlten Bakterienisolaten befand sich neben 5
Wildtypen eine Mutante, in der das FasBCAX-System durch Deletionsmutagenese
ausgeschaltet wurde.

In den hier durchgefiihrten Versuchen konnten GAS nicht langere Zeit in den
Phagozyten Uberleben, sondern wurden sukzessive abgetdtet. Damit werden
Ergebnisse anderer Forschungsgruppen bestétigt (27, 81). Es lielen sich aber
Serotyp-spezifische Unterschiede feststellen. Die mit schweren

Krankheitsverldufen assoziierten Serotypen M1 und M3 wurden mittels
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Doppelimmunfluoreszenz vermehrt intrazellular nachgewiesen und zeigten im
CFU-Assay eine erhdhte intrazellulare Vitalitédt gegentiber den anderen Serotypen.
Dies kénnte ein Grund dafir sein, dass diese Serotypen haufig systemische GAS-
Erkrankungen auslésen (39).

Die Aufnahme der Bakterien in die Immunzellen ist in den hier durchgefiihrten
Experimenten ein Ausdruck der Unféahigkeit der Bakterien, die Phagozytose und
konsekutive Beseitigung zu verhindern. Diese Theorie wurde auch von Schrager et
al. (81) vertreten. Je nach Eigenschaften des untersuchtem GAS-Isolates und des
infizierten Organismus kann die Invasion auch zu asymptomatischer Tragerschaft
und Persistenz im Wirt oder invasiver Ausbreitung im Gewebe sowie systemischer
Erkrankung fuhren. Dies konnte in zahlreichen Arbeiten anderer Forschergruppen
bestatigt werden (53, 73, 74, 75, 85).

Die A fasX-Mutante wurde in geringerer Zahl intrazelluldr sowie an die eukaryoten
Zellen adhariert vorgefunden als der Wildtyp M49. Daraus kann geschlossen
werden, dass das Fas-Operon an der Hochregulierung von Adhésinen beteiligt ist.
Damit werden Ergebnisse anderer Forscher bestétigt (43). Zugleich wird die A
fasX-Mutante scheinbar weniger von den Phagozyten abgetbtet. Der Fas-
Regulator scheint nicht an der Persistenz nach Aufnahme in Makrophagen beteiligt
zu sein, sondern bewirkt bei seiner Aktivierung eine erhdéhte Aggressivitat der
GAS. Dementsprechend stellt das herunterregulierte Fas-System einen

Selektionsvorteil fiir Gruppe-A-Streptokokken dar.
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7.1 Abkiirzungsverzeichnis

APSGN
Aqua dest.
ARF

BALB/c-Maus

bzw.

C

CD
CFU
Cpa
DAPI
DIF
DMEM
DMSO
DNA
E. coli
EDTA
emm
et al.

Fas

FasBCAX

Fba
FBP54
FCS

g

akute Post-Streptokokken-Glomerulonephritis
aqua destillata (destilliertes Wasser)

akutes rheumatisches Fieber

Bagg Albino-Maus (durch Inzucht erzeugter
Albino-Mausstamm)

beziehungsweise

Celsius

Cluster of Differentiation

colony forming units (Kolonie-bildende Einheiten)
kollagenbindendes Protein
4',6-Diamidino-2-phenylindol
Doppelimmunfluoreszenz

Dulbecco's Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure

Escherichia coli

Ethyldiamintetraessigsaure

fur das M-Protein codierendes Gen

et alii (und andere)
Fibronektin-/Fibrinogen-bindender, hamolytisch
aktiver, Streptokinase-Regulator
Regulator-System fir die Expression von
Virulenzfaktoren von Streptokokken
Fibronektin-bindendes Protein der Streptokokken
fibronektinbindendes Protein 54

fetal calf serum (fetales Kalberserum)

Erdbeschleunigung
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GAS
GBS
GM-CSF

h

HelLa- Zellen

HEp2-Zellen
HLA

HUVEC

min
mind.
mi

MM6
Mrp
MUMPs
Mx
NEAA
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Gruppe A-Streptokokken
Gruppe-B-Streptokokken

Granulocyte  macrophage  colony-stimulating
factor (Granulozyten-Makrophagen-koloniestimu-
lierender Faktor)

Stunde

Henrietta Lacks- Zellen (Zelllinie aus Zervix-
Carcinom-Zellen)

Zelllinie aus humanen Larynxkarzinom-Zellen
Human Leukocyte Antigen (humanes Leuko-
zytenantigen)

Human Umbilical Vein Endothelial Cells (Zelllinie
aus humanen Endothelzellen aus der Umbilikal-
vene)

Interferon y

Immunglobulin

Interleukin

murine Makrophagen-Zelllinie

Kilodalton

Lipoprotein of S. pyogenes

Lipoteichonsaure

Molar

Major Histocompatibility Complex (Haupthisto-
kompatibilitdtskomplex)

Minuten

mindestens

Milliliter

Monozytenzelllinie Mono Mac 6

M-related protein

murine mikrobizide Proteine

M-Protein-Serotyp x

nichtessentielle Aminosauren
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Nra
0.g.
ODx
p.i.
PBS
PMN
rpm
RPMI

S. pyogenes
sagA

ScpC

Ska

SLO

SLS

SOF

speB
Stabw.
STSS

THB
THY
TLR
TNF-a
u.a.

u
UNK
v.a.
z.B.
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negative regulator of group A streptococci

oben genannte/r/s

optische Dichte bei einem Wert von x nm

post infectionem
Phosphat Buffered Saline

polymorphkernige Granulozyten

revolutions per minute (Umdrehungen pro min)

nach dem Roswell Park Memorial
benanntes Zellkulturmedium
Streptococcus pyogenes

fur Agressine codierendes GAS-Gen
streptococcal chemokine protease
Streptokinase

Streptolysin O

Streptolysin S

Serumopazitatsfaktor

streptokokkales pyrogenes Exotoxin B
Standardabweichung
Streptokokken-assoziiertes toxisches
Syndrom

Todd-Hewitt-Bouillon
Todd-Hewitt-Yeast (Medium)

Toll like Receptors
Tumornekrosefaktor o

unter anderem

Unit

Ubernachtkultur

vor allem

zum Beispiel

Institute

Schock-

Es gelten weiterhin die allgemeinen SI-Einheiten sowie die chemischen

Elementsymbole.
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7.3 Thesen zur Dissertation

In vitro- Analysen des Adhéarenz- und Internalisierungsverhaltens von

Gruppe-A-Streptokokken an murine Makrophagen und humane Monozyten

These 1:
Gruppe-A-Streptokokken (GAS) galten bis vor wenigen Jahren als ausschlie3lich
extrazellulare Bakterien. Forschungen zeigten jedoch, dass GAS in der Lage sind,

in Epithelzellen einzudringen und langere Zeit in ihnen zu tberleben.

These 2:

Seit den 80er Jahren nimmt die Inzidenz der schwer verlaufenden systemischen
Streptokokkenerkrankungen auffallend zu. Von anderen Bakterienspezies ist
bereits bekannt, dass sie die Invasion von phagozytierenden Zellen zur

Dissemination im Wirt nutzen.

These 3:

In der vorliegenden Arbeit sollte beantwortet werden, ob die Invasion von
Phagozyten eine Rolle im Infektionsprozess der GAS spielt und so die
Inzidenzzunahme der schwer verlaufenden Erkrankungen zu erklaren sei.
Weiterhin sollte der Einflull des FasBCAX-Systems, eines Regulatorsystems fur

Virulenzfaktoren, auf die Invasion von Immunzellen beleuchtet werden.

These 4:

Es wurden sechs Stdmme von S. pyogenes ausgewahlt. Die finf untersuchten
GAS-Wildtypen wurden im Hinblick auf Haufigkeit und typischerweise durch diese
Serotypen ausgeldste Krankheitsbilder ausgewahlt. Zuséatzlich wurde das
Verhalten einer Mutante von Serotyp M49 untersucht, in der das FasBCAX-
System durch Deletionsmutagenese ausgeschaltet wurde. Die A fasX-Mutante

zeigte eine  verminderte = Expression = sowohl von  extrazelluldren
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matrixproteinbindenden Adhasinen als auch sezernierten Virulenzfaktoren (z.B.

Streptokinase und Streptolysin S).

These 5:
Da GAS ausschlieBlich humanpathogene Bakterien sind, wurde neben der Maus-
Makrophagen-Zelllinie J774 die humane Monozyten-Zelllinie Mono Mac 6 (MM6)

untersucht.

These 6:

Das Adhérenz- und Internalisierungsverhalten der Bakterien an die Zelllinien
wurde mit 2 unterschiedlichen Methoden untersucht. Das CFU-Assay weist die
teilungsfahigen Bakterien nach, die in der Lage sind, Gber Nacht Bakterienkolonien
zu bilden. Mit der Doppelimmunfluoreszenz werden die Hillen der Gruppe-A-
Streptokokken angefarbt. Mit dieser Methode kdénnen zu allen Zeitpunkten
adharierte und intrazellulér befindliche Bakterien bestimmt werden. Eine Aussage

Uber die Vitalitat der Bakterien ist aber nicht mdglich.

These 7:

In den durchgefuhrten Versuchen konnten die GAS nicht langere Zeit in den
Phagozyten Uberleben. Es lieRen sich aber serotypspezifische Unterschiede
feststellen. Die mit schwer verlaufenden Infektionen assoziierten Serotypen M1
und M3 wurden mittels Doppelimmunfluoreszenz vermehrt intrazellular
nachgewiesen und zeigten im CFU-Assay eine erhdhte intrazellulare Vitalitat
gegenlber den anderen Serotypen. Dies kénnte ein Grund fir die Assoziation

dieser Serotypen mit systemischen GAS-Erkrankungen sein.

These 8:

Die Aufnahme der Bakterien in die Immunzellen ist in den hier durchgefiihrten
Experimenten ein Ausdruck der Unféahigkeit der Bakterien, die Phagozytose und
konsekutive Eliminierung zu verhindern. Je nach Eigenschaften des untersuchten

GAS-Stamms und des infizieten Organismus kann die Invasion auch zu
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asymptomatischer Tragerschaft und Persistenz im Wirt oder invasiver Ausbreitung

im Gewebe und systemischer Erkrankung fuhren.

These 9:

Die A fasX-Mutante wurde in geringerer Zahl intrazellular sowie an die eukaryoten
Zellen adhariert vorgefunden als der Wildtyp M49. Daraus kann geschlossen
werden, dass das Fas-Operon an der Hochregulierung von Adhasinen beteiligt ist.
Zugleich wird die A fasX-Mutante scheinbar weniger von den Phagozyten
abgetdtet. Der Fas-Regulator bewirkt bei seiner Aktivierung eine erhéhte
Agressivitat der GAS. Dementsprechend stellt das herunterregulierte Fas-System

einen Selektionsvorteil fir Gruppe-A-Streptokokken dar.

These 10:
In Zukunft wére interessant, die Interaktion von frisch isolierten, humanen
Immunzellen und GAS zu studieren, da hierdurch mehr Rickschliisse Uber den

Ablauf in vivo gezogen werden kénnten.

These 11:
Langfristig kdnnen durch Erforschung der Pathomechanismen der systemischen
Streptokokken-Erkrankungen neue Therapieansatze fir die immer noch mit einer

hohen Mortalitét belasteten Krankheitsbilder aufgezeigt werden.
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