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1 Einleitung 

 Klinische Relevanz von Streptococcus pneumoniae 

Das Gram-positive Bakterium Streptococcus pneumoniae (Pneumokokkus) ist ca. 140 Jahre nach seiner 

Erstbeschreibung durch Pasteur und Sternberg weltweit immer noch ein klinisch relevantes Pathogen 

und häufiger Verursacher schwerer Krankheitsbilder wie beispielsweise einer Meningitis, Sepsis und 

Pneumonie (Drijkoningen und Rohde 2014). Die Prognose dieser Krankheitsbilder ist auch heute 

weiterhin als ernst zu bewerten (Geno et al. 2015; Feldman und Anderson 2016). Schätzungen der 

WHO gehen von weltweit jährlich 1,6 Millionen Toten durch Pneumokokkenerkrankungen aus (WHO 

2007). Die akute Pneumokokkenmeningitis beispielsweise weist eine Sterblichkeit von bis zu 17% auf 

(Buchholz et al. 2016; Hasbun et al 2017). Über 30% der Überlebenden leiden zudem unter schweren 

neurologischen Folgeschäden wie Hörverlusten, kognitiven Einschränkungen bis hin zu Parästhesien 

und Paralysen (Hirst et al. 2008; Koedel et al. 2010b). Bedeutend für die Klinik ist die Tatsache, dass 

der Verlauf und die Schwere von Pneumokokken-Erkrankung vom Serotyp abhängig sind (Briles et al. 

1992; Weinberger et al. 2010; Seyoum et al. 2011). Es sind bisher über 90 Serotypen von Streptococcus 

pneumoniae bekannt (Geno et al. 2015), deren Einteilung anhand der unterschiedlichen 

Kapselpolysaccharide vorgenommen wird (Geno et al. 2015). Die einzelnen Serotypen unterscheiden 

sich hinsichtlich ihrer Virulenz (van der Poll und Opal 2009). So existieren beispielsweise nicht-invasive 

Stämme, welche zumeist als Kommensalen die oberen Atemwege des Menschen besiedeln sowie 

virulente Stämme, welche zur Pathogenität befähigt sind und oben genannte Krankheitsbilder 

verursachen können (van der Poll und Opal 2009). Neben der unterschiedlichen Pathogenität einzelner 

Serotypen gelten auch wirtsabhängige Faktoren wie beispielsweise ein Alter unter fünf oder über 65 

Jahren, genetische Faktoren, Immunsuppression, Schwächung der Barrieren der Wirtsabwehr durch 

beispielsweise vorangegangene Infektionen oder Rauchexposition als Risikofaktoren für die 

Entstehung von Pneumokokkenerkrankungen (van de Beek et al. 2016). 

 Pathogenese von Pneumokokkenerkrankungen in Abhängigkeit von Virulenzfaktoren 

Entscheidend für die Pathogenität von Pneumokokken ist das sogenannte Virulom, welches ein 

vielfältiges Spektrum an Virulenzfaktoren, wie beispielsweise Pneumolysin (siehe 1.2.1) oder diverse 

Bakterienbestandteile (siehe 1.2.2), darstellt (van der Poll und Opal 2009). Virulenzfaktoren spielen bei 

der Besiedelung von Gewebe, beim Überleben in der Blutbahn sowie bei der Invasion mit Überwindung 

der Wirtsbarrieren eine entscheidende Rolle (van der Poll und Opal 2009; van der Beek et al. 2016). 

Gelingt es dem Bakterium, ausgehend von einer Besiedelung epithelialer Gewebe, die Barrieren der 

Wirts-Abwehr, wie beispielsweise die Schleimhäute der oberen Atemwege, zu überwinden und in das 

Gewebe einzudringen, können sich oben genannte Pneumokokken-Erkrankungen entwickeln 
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(Kadioglu et al. 2008; van de Beek et al. 2016). Beispielsweise gelangen Pneumokokken bei der 

Pneumokokkenmeningitis entweder direkt über eine Infektion angrenzender Strukturen oder über 

eine hämatogene Aussaat ausgehend von Epithelien des Nasopharynx in den Subarachnoidalraum 

(Koedel et al. 2010b). Dort angekommen können sie sich rasch in großer Zahl vermehren (Koedel et al. 

2010b). Aufgrund verschiedener Stressoren wie beispielsweise fehlender Nährstoffe oder 

antibiotischer Behandlung sterben die eingedrungenen Bakterien in hoher Zahl ab und setzen dadurch 

eine große Menge bakterieller Bestandteile frei (van der Beek et al. 2016). Durch Interaktion von 

Bakterienbestandteilen sowie Komponenten des Immunsystems (siehe 1.3 und 1.4) kommt es zu 

ausgeprägten Entzündungsreaktionen, welche schwere Gewebeschäden hervorrufen und letale 

Verläufe und Komorbiditäten nach sich ziehen (Koedel et al. 2010a). Hierbei spielen verschiedene 

Mechanismen der Immunaktivierung (siehe 1.3 und 1.4) sowie Formen des Zelltodes (siehe 1.3.3) eine 

entscheidende Rolle (van der Beek et al. 2016). Diese Mechanismen müssen daher kontrolliert initiiert, 

aufrechterhalten und anschließend wieder beendet werden, um oben genannte Folgeschäden durch 

eine fehlgeleitete und überschießende Immunaktivierung zu verhindern (Pasparakis et al. 2015). 

1.2.1 Pneumolysin als zentraler Virulenzfaktor 

Ein zentraler Virulenzfaktor von Streptococcus pneumoniae ist das Toxin Pneumolysin (PLY) (Berry et 

al. 1989). Eine wichtige Eigenschaft von PLY ist die Vermittlung von Zelltod (Bischofberger et al. 2012; 

Jorgensen et al. 2017). Pneumolysin gehört der Gruppe der porenbildenden Toxine (PFT) an, welche 

eine große Klasse bakterieller Toxine darstellen (Gonzalez-Juarbe et al. 2015). Es ist bekannt, dass PFT 

auf unterschiedlichen Wegen zum Zelltod führen können (Tweten 2005; Bischofberger et al. 2012). In 

hohen Konzentrationen induzieren PFTs durch Bildung von Poren in Zellmembranen Nekrose 

(Bischofberger et al. 2012). In niedrigeren Konzentrationen werden durch Pneumolysin Formen des 

programmierten Zelltodes wie Nekroptose (auch Pyronekrose genannt) (Gonzalez-Jurabe et al. 2015), 

Pyroptose (Kim et al. 2015a) oder Apoptose (Marriott et al. 2006; Bewley et al. 2011; Bewley et al. 

2014) induziert (siehe 1.3.3). Nekroptose scheint dabei eine grundlegende Form des Zelltodes bei 

Makrophagen zu sein, welche durch sublytische-, jedoch bereits letale-Konzentrationen von PFT 

ausgelöst wird (Gonzalez-Juarbe et al. 2015; Gilley et al. 2016). Allerdings spielen bei der Entstehung 

und dem Verlauf von Pneumokokken-Erkrankungen neben den lytischen Eigenschaften auch 

immunostimulatorische Eigenschaften von PLY (Martner et al. 2008; Hoegen et al. 2011) sowie durch 

PLY vermittelte Evasionsmechanismen (Paton et al. 1984; Feldman et al. 1990; Hirst et al. 2004) eine 

wichtige Rolle (Kirkham et al. 2006). Pneumolysin aktiviert das NLRP3-Inflammasom (McNeela et al. 

2010) und wurde somit als Stimulus für die Freisetzung des pro-inflammatorischen Interleukins 1β (IL-

1β) identifiziert (Hoegen et al. 2011). Inflammasomen wie das NLRP3-Inflammasom sind 

Multiproteinkomplexe, welche im Zytosol von Immunzellen als Reaktion auf eingedrungene Pathogene 



 

3 
 

gebildet werden und in der Folge Enzyme aus einer spezifischen Familie von Zysteinproteinasen, die 

sogenannten Caspasen, aktivieren können, welche zur Maturation und Freisetzung des pro-

inflammatorischen Zytokins IL-1β führen (Bergsbaken et al. 2009; McNeela et al. 2010; Hoegen et al. 

2011; Broz et al. 2016; Kim et al. 2015a). Eine weitere wichtige Rolle für die Freisetzung von IL-1β spielt 

das zytosolische gelegene Protein Gasdermin D, welches ebenfalls durch Caspasen aktiviert wird, 

anschließend oligomerisiert und dann als Komplex Poren in der Zellmembran formt, welche eine 

Freisetzung von IL-1 β ermöglichen (He et al. 2015; Evavold et al. 2017). Durch PLY wird des Weiteren 

die Adhäsion an Epithelien des Wirtsorganismus erleichtert und der Immunantwort desselben 

entgegengewirkt (Hirst et al. 2004). Ein weiterer Effekt von PLY ist die Bindung von 

Komplementfaktoren und die damit einhergehende Verringerung der Opsonierung des Bakteriums 

(Paton et al. 1984). Des Weiteren verringert PLY den Zilienschlag respiratorischer Epithelien (Feldman 

et al. 1990) und induziert in humanen neutrophilen Granulozyten die Produktion reaktiver Sauerstoff-

Spezies (ROS) (Martner et al. 2008). In mehreren in vivo Modellen mit PLY-defizienten Mutanten von 

Streptococcus pneumoniae konnte gezeigt werden, dass ein Verlust der PLY-Produktion mit einer 

verminderten Virulenz und Wachstum des Bakteriums vergesellschaftet ist (Berry et al. 1989; Jim et al. 

2016). Analog hierzu zeigte sich in klinischen Untersuchungen der Pneumokokkenmeningits eine 

erhöhte Sterblichkeit bei Patientin mit hohen Pneumolysin-Konzentrationen im Liquor (Wall et 

al.2012). Ebenso zeigte sich in klinischen Untersuchungen sowie in verschiedenen in-vivo-Modellen 

der Meningitis eine erhöhte Zahl neuronaler Schäden in Abhängigkeit von Pneumolysin (Reiss et al. 

2011; Wippel et al. 2013). PLY ist daher sowohl an der Entstehung als auch dem Verlauf von 

Pneumokokken-Erkrankungen entscheidend beteiligt (Rubins et al. 1995; Hirst et al. 2008). 

1.2.2 Kapselpolysaccharid und Pneumokokkenzellwandbestandteile als Virulenzfaktoren mit 

immunostimulatorischen Eigenschaften 

Einen weiteren Virulenzfaktor stellt die Polysaccharid-Kapsel von Streptococcus pneumoniae dar 

(Briles et al. 1992). Ein wichtiger von der Kapsel vermittelter Effekt ist die Evasion der Phagozytose des 

Bakteriums (Hyams et al. 2010). Anhand der Kapselstruktur werden sowohl Impfstoffe entwickelt, als 

auch wie bereits erwähnt die Einteilung in die bisher über 90 bekannten Serotypen vorgenommen 

(Geno et al. 2015). 

Zudem sind Pneumokokken-Zellwandbestandteile (PCW) wie Peptidoglycan (PGN) (Davis et al. 2011) 

oder Lipoteichonsäuren (LTA) (Heß et al. 2017) und Lipopeptide/Lipoproteine (LPs) (Briles et al. 2000; 

Palaniappan et al. 2005; Gisch et al. 2013; Tomlinson et al. 2014) von Bedeutung. Sie werden durch 

das von Streptococcus pneumoniae exprimierte Autolysin LytA freigesetzt (Mellroth et al. 2012) und 

sind durch spezifische Interaktionen mit Rezeptoren des Immunsystems (siehe 1.3.2) in der Lage, eine 

Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-1β oder Interleukin 6 (IL-6) aus Immunzellen zu 
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induzieren und tragen so zur Pathogenese von Pneumokokkenerkrankungen bei (Tuomanen et al. 

1985; Riesenfeld-Orn et al. 1989; Heumann et al. 1994). 

Besonders ist das Oberflächen-gekoppelte Lipoprotein Pneumococcal surface adhesin A (PsaA) zu 

nennen, welches entscheidend an der Virulenz beteiligt ist, indem es die Adhäsion an Wirtszellen – 

und damit den ersten Schritt in der Pathogenese von Pneumokokkenerkrankungen - ermöglicht (Rajam 

et al. 2008). 

1.2.3 RNA als immunogener Bestandteil von Streptococcus pneumoniae 

Neuere Forschungen zeigen, dass analog zu extrazytoplasmatischen Zellwandbestandteilen auch 

intrazelluläre Komponenten von Bakterien eine starke Immunantwort induzieren können und somit 

zur Krankheitsentstehung beitragen (Eigenbrod und Dalpke 2015). Hier ist neben der bakteriellen DNA 

auch bakterielle RNA zu nennen, welche zur durch Pneumokokken vermittelte Immunogenität 

beizutragen scheint (Oldenburg et al. 2012; Eigenbrod et al. 2012; Eigenbrod und Dalpke 2015; Krüger 

et al. 2015; Spelmink et al. 2016). Erste Vermittler einer solchen Immunantwort sind Makrophagen als 

eine der zellulären Komponenten des angeborenen Immunsystems (Janeway, JR und Medzhitov 2002). 

 Interaktion von Bakterien und Makrophagen als Zellen der angeborenen Immunität mit 

„Wächterfunktion“ 

Makrophagen (Mɸ) sind Immunzellen myeloider Abstammung, welche sich während der Ontogenese 

aus verschiedenen hämatopoetischen Vorläuferzellen entwickeln (Murray et al. 2014; Varol et al. 

2015). Sie zeichnen sich unter anderem durch die erstmals 1883 von Elie Metchnikoff publizierte 

intensive Phagozytoseaktivität aus, welche für sie namensgebend ist (Cavaillon 2011). Sie sind ein 

wichtiger Bestandteil des angeborenen Immunsystems und übernehmen im gesamten Organismus ein 

breites Aufgabenspektrum, wobei eine Kernfunktion die Vermittlung von Immunität und Infektabwehr 

ist (Franken et al. 2016). Makrophagen finden sich unter anderem entlang der Basalmembranen von 

Lymph- und Blutgefäßen, in den Epithelien der Haut sowie im Bereich der Milzsinus, wo ein breiter 

Oberflächenkontakt herrscht und sie Ihre Funktion als „Wächterzellen“ wahrnehmen können (Franken 

et al. 2016). Makrophagen sind in der Lage, eingedrungene Pathogene (wie beispielsweise 

Pneumokokken) anhand von sogenannten „Pathogen-assoziierten molekularen Mustern“ (PAMPs) mit 

Hilfe diverser „Mustererkennungsezeptoren“ (PRRs), welche sich auf ihrer Zelloberfläche und/oder in 

Endosomen befinden, zu erkennen (siehe 1.3.2). Die Interaktion von PAMPs und PRRs führt zur 

Zellaktivierung und/oder Phagozytose der Pathogene (Liddiard et al. 2011; Akira et al. 2013; Cole et al. 

2014; Ley et al. 2016;). Neben der Phagozytose werden durch Makrophagen, um eingedrungene 

Pathogene suffizient bekämpfen zu können, eine Vielzahl unterschiedlicher antimikrobieller 

Effektormoleküle, beispielsweise Defensine und reaktive Sauerstoffspezies, produziert (Franken et al. 

2016). Zudem setzen Sie pro-inflammatorische Zytokine und Chemokine frei, welche unter anderem 
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zur Rekrutierung neutrophiler Granulozyten und mononukleärer Zellen an den Ort der Infektion führen 

(Kim et al. 2015). Die eingewanderten Monozyten entwickeln sich in der Folge zu inflammatorischen 

Makrophagen, welche ebenso entzündungsfördernde Mediatoren freisetzen (Schwartz et al. 2012; 

Verschoor er al. 2012; Gordon et al. 2014) (siehe 1.3.1). Neutrophile Granulozyten haben eine 

begrenzte Lebensdauer von meist nur wenige Stunden und gehen, nachdem Sie aus dem Knochenmark 

in die Blutbahn und anschließend an den Infektionsort gelangt sind, durch Apoptose zugrunde und 

werden von Makrophagen aus ihrer Nachbarschaft abgeräumt, ein Prozess namens Efferozytose 

(Briken 2012; Kolaczkowska et al. 2013). Durch die Efferozytose ändert sich das Freisetzungsmuster 

der Zytokine in Richtung vorwiegend anti-inflammatorischer Zytokine wie beispielsweise 

transformierender Wachstumsfaktor-β (Ariel et al. 2012). Daraufhin bilden sich vermehrt 

Makrophagen mit entzündungshemmenden Eigenschaften, welche die Wundheilung fördern können 

sowie ein Ende der Entzündungsreaktion einleiten (Sica et al. 2012; Akira et al. 2013; Wynn et al. 2016; 

Minutti et al. 2017). Somit scheinen Makrophagen entscheidend dazu beizutragen, dass (i) bei einer 

Infektion umgehend eine angeborene Immunreaktion ausgelöst wird, (ii) diese Immunreaktion streng 

reguliert abläuft und (iii) nach der Beseitigung der Erreger kontrolliert unter wundheilenden 

Maßnahmen beendet wird (Cole et al. 2014). 

1.3.1 Anpassung des Makrophagen-Phänotyp durch Polarisation 

Makrophagen sind in der Lage flexibel auf unterschiedliche Stimuli wie beispielsweise auf 

eingedrungene Mikroorganismen oder Zustandsänderungen in der Gewebehomöostase in ihrer 

Umgebung zu reagieren, indem Sie selbige über spezielle Rezeptoren wahrnehmen (siehe 1.3.2) und 

Ihren Phänotyp sowie Ihre Funktion dann adäquat an die unterschiedlichen Herausforderungen 

anpassen können (Adams und Hamilton 1984; Liddiard et al. 2015; Murray 2017; Shapouri-

Moghaddam et al. 2018). Dazu verfügen Sie über ein genetisches Aktivierungsprogramm (Nau et al. 

2002), welches unter anderem exprimierbare Zytokine wie IL-1β oder Interleukin 6 (IL-6), 

Zytokinrezeptoren, Chemokine, Chemokinrezeptoren, Enzyme zur Generierung antimikrobieller 

Substanzen und kostimulatorische Moleküle beinhaltet (Benoit et al. 2008). Bei Aktivierung der 

Makrophagen durch einen Stimulus wird aus dem genetischen Aktivierungsprogramm ein bestimmtes 

Expressionsmuster ausgewählt, dieser Prozess ist als Polarisierung bekannt (Labonte et al. 2014; 

Murray 2017). Die Polarisierung ist ein plastischer Prozess, welcher es Makrophagen ermöglicht sich 

flexibel an die vorherrschende Situation anzupassen (Murray 2017). Dabei gibt es zwei extreme 

Endpunkte in einem Spektrum an möglichen Zuständen: Zum einen den klassisch aktivierten pro-

inflammatorischen Makrophagen, welcher durch oben genannte Mechanismen (siehe 1.3) in der Lage 

ist, eingedrungene Pathogene effizient zu bekämpfen (Murray 2017; Shapouri-Moghaddam et al. 

2018). Dieser entwickelt sich unter anderem durch die Erkennung von eingedrungenen 
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Mikroorganismen durch PRRs und/ oder durch Stimulation mit entzündungsfördernden Zytokinen wie 

beispielsweise IFN-γ oder Koloniestimulierenden Faktoren (CSF) (Murray 2017; Shapouri-Moghaddam 

et al. 2018). Um eine dauerhafte Entzündungsreaktion und damit einhergehende Gewebeschäden zu 

verhindern, steht am anderen Ende des Spektrums als zweites Extrem der alternativ polarisierte, 

entzündungshemmende/ immunmodulatorische Makrophage, welcher sich unter anderem durch 

Stimulation mit IL-4 und IL-13 entwickelt (Shapouri-Moghaddam et al. 2018). Durch die Freisetzung 

von hohen Konzentrationen anti-inflammatorischer Zytokine wie IL-10 oder TGF-β kann er die 

Entzündungsreaktion modulieren und trägt zur Gewebsreparatur und zur Wiederherstellung der 

Homöostase bei (Shapouri-Moghaddam et al. 2018). Die Polarisierung stellt keinen dichotomen 

Prozess dar, sondern muss als dynamisches Geschehen mit Zwischenstufen betrachtet werden, 

welcher gut abgestimmt und ausgewogen ablaufen muss (Franken et al. 2016). Nur so kann die 

Entfernung und Bekämpfung von Pathogen ebenso wie die Reparatur von geschädigten Geweben nach 

Inflammation gewährleistet werden (Murray 2017; Shapouri-Moghaddam et al. 2018). 

1.3.2 Erkennung von Pathogenen durch Makrophagen via „Pathogen-assoziierte molekulare 

Muster“ und „Mustererkennungsrezeptoren“ 

Ein erster Schritt zu einer effektiven Immunantwort ist die Erkennung spezifischer Muster, sogenannte 

„Pathogen-assoziierte molekulare Muster“ (PAMP) (Kumar et al. 2011; O'Neill et al. 2013). PAMPs 

repräsentieren hochkonservierte molekulare Strukturen, welche für das Überleben der 

Mikroorganismen unabkömmlich sind und zudem oft von großen Gruppen pathogener 

Mikroorganismen genutzt werden (Medzhitov und Janeway, JR 2000). Aufgrund kurzer 

Generationszeiten besitzen mikrobielle Pathogene die Eigenschaft, die von Ihnen exprimierten 

Proteine schnell zu verändern (Janeway, JR 1989). Da PAMPs hochkonservierte molekulare Strukturen 

darstellen, welche oben genannten Veränderungen nicht unterliegen, können Makrophagen somit 

eine sichere Fremd- und Selbsterkennung im Immunsystem gewährleisten (Janeway, JR 1989). Zudem 

kann über sogenannte „Vita-PAMPs“ zwischen lebenden- und toten-Bakterien unterschieden werden 

(Sander et al. 2011). Für die Erkennung von PAMPs sind keimbahnkodierte Rezeptoren, sogenannte 

„Mustererkennungsrezeptoren“ (PRR) zuständig (Medzhitov und Janeway, JR 2000). Diese befinden 

sich auf der Zelloberfläche sowie im Zellinneren von Immunzellen (Ley et al. 2016). Es sind fast 200 

verschiedene solcher PRRs bei Makrophagen bekannt, welche neben PAMPs Auskunft über den 

Zustand des umliegenden Gewebes, den umgebenden Matrixkomponenten, den Zustand von in der 

Nähe befindlichen Zellen mit Formen des Zelltodes, über in der Nähe befindlichen Antikörper, eigene 

Moleküle sowie Zytokine und Chemokine in der Umgebung geben können (Ley et al. 2016). 

Verschiedene PRRs kommunizieren untereinander um eine effektive Immunantwort zu gewährleisten 

(Kawai et al. 2011). Die am besten untersuchte Gruppe der PRR sind die Toll-like Rezeptoren (TLRs), 
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welche auch an der Erkennung von Streptococcus pneumoniae durch Mɸ beteiligt sind (Koppe et al. 

2012) (Abbildung 1). 

 

Abbildung 1 Unterschiedliche Stimuli und Funktion der Makrophagen: Einfluss von Pneumokokken-
Zellwandbestandteilen (PCW) und Pneumolysin (PLY) von Streptococcus pneumoniae auf Knochenmarks-
Makrophagen (Mɸ). Streptococcus pneumoniae setzt mittels LytA Zellwandbestandteile (PCW) frei. Diese werden 
von TLRs erkannt und initiieren über die Bindung von Adaptermolekülen wie MyD88 oder TRIF intrazelluläre 
Signalkaskaden, welche zur Aktivierung des Mɸ führen. PLY verursacht Schäden an Zellmembranen, vermittelt 
Zelltod und führt zu einer Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms. Der aktivierte Mɸ ist in der Lage Pathogene zu 
bekämpfen, unter anderem durch die Produktion und Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-6 oder 
IL-1β. 

1.3.3 Zelltodformen von Makrophagen bei bakteriellen Erkrankungen 

Prinzipiell kann Zelltod in zwei Kategorien, die akzidentellen und die regulierten Formen, unterteilt 

werden (Stephenson et al. 2016; Wallach et al. 2016). Akzidentelle Zelltodformen treten passiv ohne 

Beteiligung spezifischer zellulärer Signalwege auf (Stephenson et al. 2016). Im Gegensatz dazu laufen 

regulierte Zelltodformen nach klar definierten Programmen ab und können in Abhängigkeit von den 

daran mitwirkenden Caspasen (Casp), in weitere Subgruppen untergliedert werden, nämlich (i) die 

Casp8- oder Casp9-abhängige Apoptose, welche als immunologisch inerte Form des regulierten 

Zelltodes angesehen wird, (ii) die Casp1- oder Casp11/4/5-abhängige Pyropotose (Yuan et al. 2016; 

Jorgensen et al. 2017) sowie Casp-unabhängige, Rezeptor interagierende Proteinkinasen (RIPK) RIPK1 

und RIPK3-, sowie „mixed lineage kinase domain-like“ (MLKL)-vermittelte Nekroptose (oder 

Pyronekrose), welche lytisch und pro-inflammatorisch wirken (Pasparakis et al. 2015; Wallach et al. 

2016). Formen des programmierten-lytischen Zelltodes wie Nekroptose, Pyroptose können als 

effiziente Abwehr gegen eingedrungene Pathogene angesehen werden, indem sie immobilisierend auf 
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Pathogene wirken sowie über streng regulierte Signalwege weitere Immunzellen zur Unterstützung 

und Beseitigung der Inflammation an den Ort der Entzündung rekrutieren (Pasparakis et al. 2015; 

Jorgensen et al. 2017). 

 Toll-like Rezeptoren 

Toll-like Rezeptoren (TLRs) sind Typ-I transmembranäre Proteine, welche als PRRs des Immunsystems 

unter anderem von Makrophagen exprimiert werden (Medzhitov et al. 1997). Es sind derzeit 10 

humane und 12 murine Toll-like Rezeptoren bekannt, nämlich die membranständigen TLRs 1, 2, 5, 6 

und 10, die endosomal gelegenen TLRs 3, 7, 8, 9, 11, 12 und 13, sowie den sowohl membranständig- 

als auch endosomal vorkommenden TLR 4 (Nardo 2015). Mensch und Maus unterscheiden sich im 

Expressionsmuster ihrer Toll-like Rezeptoren: Die Toll-like Rezeptoren 11, 12 und 13 werden nur bei 

der Maus als funktionelle Rezeptoren exprimiert, während Sie beim Mensch als Pseudogen vorliegen, 

TLR 10 ist nur beim Mensch funktional, während er bei der Maus als Pseudogen vorliegt, zudem ist TLR 

8 bei der Maus weitgehend nicht funktional (Ariffin und Sweet 2013). Jeder Toll-like Rezeptor erkennt 

spezifische Liganden (Tabelle 1). Auch bei der Ligandenspezifität existieren Unterschiede zwischen 

humanen und murinen Toll-like Rezeptoren (Jurk et al. 2002). So aktiviert beispielsweise die 

Verbindung Resiquimod den humanen TLR 8, nicht jedoch den murinen TLR 8 (Jurk et al. 2002). Für die 

Erkennung von Liganden ist die N-terminale Ektodomäne der TLRs zuständig (Nardo 2015). 
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Tabelle 1 Toll-like Rezeptoren und Ihre Liganden: Toll-like Rezeptoren mit jeweiliger Lokalisation, Vorkommen 
beim Menschen und Maus, sowie Ihre Liganden. Tabelle nachempfunden (Nardo 2015). 

Toll-like Rezeptor Lokalisation Spezies Liganden 

TLR 1 Membranständig Mensch/Maus Lipopeptide 

TLR 2 Membranständig Mensch/Maus Lipopeptide, 

Zymosan, Mannan, 

Peptidoglycan, 

Lipoteichonsäure 

TLR 3 Endosomal Mensch/Maus Virale dsRNA 

TLR 4 Membranständig/endosomal Mensch/Maus Lipopolysaccarid 

TLR 5 Membranständig Mensch/Maus Flagellin 

TLR 6 Membranständig Mensch/Maus Lipopeptide, 

Lipoteichonsäure, 

Zymosan 

TLR 7 Endosomal Mensch/Maus Virale und bakterielle 

ssRNA 

TLR 8 Endosomal Mensch/Maus Virale und bakterielle 

ssRNA (bei Maus 

nicht funktional) 

TLR 9 Endosomal Mensch/Maus Virale und bakterielle 

DNA 

TLR 10 Membranständig Mensch Bisher unbekannt 

TLR 11 Endosomal Maus Profilin und Flagellin 

TLR 12 Endosomal Maus Profilin 

TLR 13 Endosomal Maus Bakterielle 23s rRNA 
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1.4.1 Toll-Like Rezeptoren bei der Erkennung von Streptococcus pneumoniae 

Die Beteiligung von TLR 2 an der Erkennung von Streptococcus pneumoniae wurde erstmals durch 

Versuche mit CD-14 exprimierenden Fibroblasten des Hamster-Ovars (CHO/CD14) nachgewiesen, 

welche mit humanem TLR 2 transfiziert wurden und auf die Stimulation mit Hitze-getöteten 

Pneumokokken mit einer NF-ĸB abhängigen Expression von CD25 reagierten (Yoshimura et al. 1999). 

Auch in vivo ist die Beteiligung des TLR 2 bei der Erkennung und Bekämpfung von Streptococcus 

pneumoniae von essentieller Bedeutung, was anhand von Pneumokokken infizierten Mäusen gezeigt 

wurde, welche eine gesteigerte TLR 2 mRNA Expression zeigten und bei einer TLR 2-Defizienz stärkere 

klinische Symptome aufwiesen als ihr Wildtyp Pendant (Koedel et al. 2003; Echchannaoui et al 2002). 

Zunächst wurde LTA als wichtigster Ligand für TLR 2 bei der Erkennung von Streptococcus pneumoniae 

betrachtet (Schroder et al. 2003). Neuere Untersuchungen zur Struktur und Immunogenität von 

Pneumokokken-LTA zeigen jedoch ein starkes TLR 2 vermitteltes proinflammatorisches Potential von 

LPs (Gisch et al. 2013; Tomlinson et al. 2014). Somit können LPs als Ligand für TLR 2 bei der Erkennung 

von Streptococcus pneumoniae betrachtet werden (Gisch et al. 2013; Tomlinson et al. 2014). Bei der 

Erkennung von PCW kooperiert der TLR 2 mit dem Ko-Rezeptor CD 14 (Yoshimura et al. 1999; Han et 

al. 2003), dem Adaptermolekül Lipopolysaccharid-bindendes Protein (LPB) (Schroder et al. 2003) sowie 

den Toll-like Rezeptoren 1 (Takeuchi et al. 2002) und 6 (Takeuchi 2001) bei der Erkennung von 

Lipopeptiden. Der Toll-like Rezeptor 4 ist der primäre Rezeptor für die Erkennung von LPS gram-

positiver Bakterien (Poltorak et al. 1998; Hoshino et al. 1999). Die Rolle von PLY als potentieller Ligand 

des TLR 4 bei der Erkennung von Streptococcus pneumoniae ist derzeit noch nicht vollständig 

aufgeklärt. Es wurde gezeigt, dass rekombinantes PLY bei peritonealen Makrophagen TLR 4 abhängig 

eine NF-ĸB Translokation induziert (Malley et al. 2003). Eine TLR 4 abhängige IL-8 sowie 

Tumornekrosefaktor α (TNF-α) Freisetzung wurde auch bei Versuchen mit CD14 und TLR 4 

transfizierten humanen embryonalen Nierenzellen (HEK) sowie alveolaren murinen Makrophagen 

(MH-S) beobachtet (Dessing et al. 2009). McNeela et al. stellten fest, dass Endotoxin-freies PLY allein 

keine Interleukinfreisetzung bei murinen dendritischen Zellen und Knochenmarks-Makrophagen 

induziert (McNeela et al. 2010). Zwar kam es in Kombination mit durch Hitze getötete D39 

Pneumokokken zu einer verstärkten Interleukinfreisetzung bei beiden Zellarten, dieser Effekt war 

jedoch unabhängig von TLR 4 (McNeela et al. 2010). TLR 9 transfizierte HEK-Zellen reagieren mit einer 

Aktivierung von NF-ĸB bei Stimulation mit aufgereinigter genomischer DNA von Streptococcus 

pneumoniae (Mogensen et al. 2006). Auch bakterielle RNA wurde als wichtiger TLR-Ligand bei der 

Erkennung Gram-positiver Bakterien identifiziert (Deshmukh et al. 2011; Eigenbrod et al. 2012). 

Hierbei fungiert RNA als ein Vita-PAMP (Sander et al. 2011). Essentiell für die Funktion der 

endosomalen, Nukleinsäure erkennenden TLRs ist das Protein Unc93B1, welches als wichtiger Cofaktor 

fungiert und nach neueren Erkenntnissen zur Stabilisierung sowie zum Schutz vor dem Abbau von TLR-
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Proteinen beiträgt (Tabeta et al. 2006; Eigenbrod und Dalpke 2015; Pelka et al. 2018). TLR 7, 8 und 13 

erkennen bakterielle RNA (Nardo 2015). Hierbei ist besonders der endosomale Rezeptor TLR 13 zu 

nennen, welcher als Sensor für 23S rRNA des Gram-positiver Bakteriums Staphylococcus aureus bei 

Knochenmarks-Makrophagen identifiziert wurde (Oldenburg et al. 2012). 

Die Erkennung von Pneumokokken durch Toll-like Rezeptoren scheint auf der konzertierten Aktivität 

unterschiedlicher TLRs zu basieren (Lee et al. 2007; Klein et al. 2008). Untersuchungen an Peritonealen-

Makrophagen, welche aus Gen-defizienten Mäusen gewonnen wurden, welche einzelne sowie 

kombinierte TLR-Ausfälle hatten, zeigten bei Defizienzen einzelner TLRs kaum Effekte. Bei 

kombinierten Defizienten von TLR 2 und TLR 4 konnte hingegen eine verminderte 

Interleukinfreisetzung festgestellt werden. Analog zu den Zellkulturbefunden zeigten sich auch im 

Tiermodell der experimentellen Pneumokokken-Meningitis nur bei Mäusen mit kombinierten TLR 2 

und TLR 4 Defizienzen eine reduzierte Zytokinfreisetzung im zentralen Nervensystem (Klein et al. 

2008). Ähnliche Befunde wurden für TLR 2-,4- und 9-einfachdefiziente Zellen der Milz im Vergleich zu 

TLR 2/4- und 2/9-doppeldefizienten Zellen gefunden (Lee et al. 2007). Die Tatsache, dass bei in vivo 

Untersuchungen keine Unterschiede bei der Immunantwort auf Streptococcus pneumoniae zwischen 

TLR 2/4-doppeldefizienten und TLR 2/4/9-dreifachdefizienten Mäusen festzustellen war, verdeutlicht 

die wichtige Rolle der TLR 2 und 4 bei der Erkennung von Streptococcus pneumoniae und spricht gegen 

eine essentielle Beteiligung von TLR 9 und bakterieller DNA (Klein et al. 2008). 

1.4.2 Signalwege 

Nach Bindung des Liganden durch Toll-like Rezeptoren folgt die Signaltransduktion ins Zellinnere über 

zwei zentrale Signalkaskaden (Nardo 2015) (Abbildung 2). Diese beinhalten zum einen die Verbindung 

der TLRs mit dem Adaptermolekül MyD88, zum anderen die Verbindung mit dem Adaptermolekül TRIF 

(Gay et al. 2011) (Abbildung 2). Eine zentrale Rolle bei der Erkennung und Bekämpfung von 

Streptococcus pneumoniae nimmt dabei das Adaptermolekül MyD88 ein (Koedel et al. 2004). Das 

Adaptermolekül MyD88 ist für die Funktion aller Toll-like Rezeptoren, mit Ausnahme von TLR 3 

essentiell (Gay et al. 2011). Zudem fungiert MyD88 als Adaptermolekül in der IL-1-Signalkaskade 

(Takeuchi and Akira 2002). MyD88-defiziente Mäuse zeigten bei Infektion mit Pneumokokken eine 

über 80%ige Reduktion der Liquorpleozytose im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen; bei TLR 2/4-

doppeldefizienten Mäusen konnte lediglich eine 50%ige Reduktion beobachtet werden (Koedel et al. 

2004; Klein et al. 2008). Eine mögliche Erklärung hierfür könnte die Beteiligung weiterer Toll-like 

Rezeptoren neben TLR 2 und TLR 4 sein. Die Blockade von Inflammasom-Komponenten, welche wie 

MyD88 für den IL-1-Signalweg entscheidend sind, führte ebenfalls zu einer reduzierten Immunantwort 

im Mausmodell bei Stimulation mit Pneumokokken (Hoegen et al. 2011). Eine zweite mögliche 

Erklärung für die beobachtete Reduktion der Liquorpleozytose ist demnach die Blockade von IL-1-
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Signalwegen durch Abwesenheit von MyD88. Wie oben bereits erwähnt, interagieren alle TLRs außer 

TLR 3 mit dem Adapter MyD88 (Gay et al. 2011). TLR 3 interagiert zur Signaltransduktion mit dem 

Adapterprotein TRIF (Yamamoto et al. 2003). TLR 4 ist in der Lage sowohl mit MyD88 als auch mit TRIF 

zu interagieren (Yamamoto et al. 2003). Nach der Verbindung der Toll-like Rezeptoren mit MyD88, 

folgt als nächster Schritt der Signalkaskade die Interaktion von MyD88 mit den Interleukin-1 Rezeptor 

assoziierten Kinasen (IRAKs), IRAK 2 und IRAK 4, wodurch es zur Bildung von hochmolekularen 

Komplexen, den sogenannten Myddosomen kommt, welche in letzter Konsequenz den 

Transkriptionsfaktor NF-ĸB aktivieren (Gay et al. 2011). Die Aktivierung von NF-ĸB führt unter anderem 

zur Bildung der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1β und IL-6 (Pahl 1999) (Abbildung 2). Der Toll-like 

Rezeptor 4 nutzt zur Verbindung mit MyD88 das Adapterprotein MAL (Gay et al. 2011). Die bereits 

erwähnte Interaktion von TLR 3 oder 4 mit TRIF führt über mehrere Schritte zur Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors IRF 3, was in letzter Konsequenz unter anderem zur Bildung von Interferon β 

(IFN-β) führt (Gay et al. 2011). Zur Interaktion mit TRIF nutzt TLR 4 den Adapter TRAM (Gay et al. 2011) 

(Abbildung 2). 

 

Abbildung 2 Vereinfachte Darstellung der zentralen Toll-like Rezeptor Signalwege: Alle TLRs außer TLR 3 nutzen 
das Adaptermolekül MyD88. TLR 3 nutzt den Adapter TRIF. TLR 4 ist in der Lage mittels beider Adaptermoleküle 
Signale zu transduzieren. Der MyD88 abhängige Signalweg endet mit der Aktivierung von NF-ĸB. NF-kB löst als 
Transkriptionsfaktor unter anderem die Produktion der Interleukine 1β und 6 (IL-1β, IL-6) aus. Der TRIF abhängige 
Signalweg aktiviert IRF 3. Hieraus resultiert die Produktion von Interferon β (IFN-β). Abbildung nachempfunden 
(Gay et al. 2011). 
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 Ziele dieser Arbeit 

Streptococcus pneumoniae ist ein wichtiger Verursacher schwerer Krankheitsbilder wie beispielsweise 

der Pneumokokkenmeningitis (van de Beek et al. 2016). Die Pathogenese sowie der Verlauf dieser 

Erkrankung werden entscheidend von der Immunreaktion im Subarachnoidalraum bestimmt (Koedel 

et al. 2010b). Durch unkontrollierte Vermehrung der Bakterien und die damit einhergehende 

Freisetzung großer Mengen an PAMPs kommt es in der Folge zu einer überschießenden 

Entzündungsreaktion, welche zu schweren Gewebeschäden mit Residuen oder letalen Verläufen führt 

(Koedel et al. 2010b). Toll-like Rezeptoren sind entscheidend an der Initiierung und Aufrechterhaltung 

dieser Immunreaktion beteiligt (Vijay 2018). 

Bei Untersuchungen im Mausmodell der Pneumokokkenmeningitis fiel auf, dass MyD88-defiziente 

Mäuse eine deutlich reduzierte Immunantwort (Koedel et al. 2004) im Vergleich zu TLR 2/4-

doppeldefizienten Mäusen zeigten (Klein et al. 2008). Diese Beobachtung gibt einen Hinweis auf die 

Beteiligung weiterer Toll-Like Rezeptoren bei der Erkennung von Streptococcus pneumoniae. Die 

Klärung dieser Frage war das Hauptziel der vorliegenden Arbeit. Dabei wurde wie folgt vorgegangen: 

 

(i) Überprüfung der Reproduzierbarkeit der oben genannten Erkenntnisse aus dem 

Mausmodell in der Makrophagen-Kultur sowie Charakterisierung der Rolle 

endosomaler Toll-Like Rezeptoren bei der Erkennung von Streptococcus pneumoniae 

durch murine Knochenmarks-Makrophagen. 

(ii) Charakterisierung der Rolle des Toll-like Rezeptors 13 bei der Erkennung von 

Streptococcus pneumoniae durch murine Knochenmarks-Makrophagen. 

(iii) Überprüfung von Pathogenitätsunterschieden unterschiedlicher Pneumokokken-

Serotypen in der Makrophagen-Kultur sowie Charakterisierung der Rolle der Toll-like 

Rezeptoren 2 und 13 bei der serotypenübergreifenden Erkennung von Streptococcus 

pneumoniae durch murine Knochenmarks-Makrophagen. 

(iv) Screening auf mögliche Gründe unterschiedlicher Pathogenität verschiedener 

Pneumokokken-Serotypen (mit besonderem Fokus auf PLY). 
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2 Material und Methoden 

 Material 

Listen aller hergestellten Medien und Lösungen (siehe 7.1) sowie verwendeter Verbrauchsmaterialien 

(siehe 7.2), Technischer Geräte und Arbeitsmaterialien (siehe 7.3), Kits (siehe 7.4) und Chemikalien 

(siehe 7.5) befinden sich im Anhang. 

 Methoden 

2.2.1 Kultivierung muriner Knochenmarks-Makrophagen 

Makrophagen können unter definierten Zellkulturbedingungen aus Knochenmark-Vorläuferzellen 

durch Stimulation mit M-CSF angezüchtet werden (Bradley und Metcalf 1966; van Furth et al. 1972; 

Das et al. 1980; Stanley 2009). Die Kultivierung der murinen Knochenmarks-Makrophagen (BMDMs) 

erfolgte nach einem etablierten Protokoll unserer Arbeitsgruppe (Hoegen et al. 2011). Dabei wurden 

die Zellen zwischen den einzelnen Schritten bei 37°C und 5% CO2 Begasung inkubiert, sowie das 

Zellwachstum lichtmikroskopisch bei 50- und 200-facher Vergrößerung kontrolliert. 

2.2.1.1 Isolierung der Zellen 

Die für die Kultivierung von BMDMs benötigten Knochenmarkszellen wurden aus den Femora von (i) 

C57BL6/n Wildtyp Mäusen, sowie (ii) TLR 2-, 4-, 13-einfachdefizienten, (iii) TLR 2/4- und TLR 2/13-

doppeldefizienten, als auch (iv) TLR 2/4/13-tripeldefizienten und (v) MyD88/TRIF-doppeldefizienten 

Mäusen mit genetischem C57BL6 Hintergrund gewonnen (Abbildung 3). Dazu wurden Knochen, die uns 

von Herrn Prof. Dr. Kirschning vom Institut für Medizinische Mikrobiologie des Universitätsklinikums 

Duisburg-Essen zur Verfügung gestellt wurden, mit 5 ml Phosphatgepufferter-Kochsalzlösung (PBS) 

gespült, das so gewonnene Knochenmark mittels Titrierung mit Hilfe einer Glaspipette zerkleinert und 

anschließend durch ein 70 μm Filtersieb in ein 50 ml Zentrifugationsröhrchen überführt; anschließend 

wurde für fünf Minuten bei 1500 rpm und 4°C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation erfolgte die 

Erythrozyten-Lyse durch Resuspension des Sedimentes in 3 ml hypotoner 0,2%-NaCl Lösung. 40 

Sekunden später wurde der Zellsuspension zur Isotonisierung 7 ml 1,2%-NaCl Lösung hinzugefügt. 

Anschließend wurde die Lösung für fünf Minuten bei 1500 rpm und 4°C zentrifugiert, der Überstand 

verworfen und die Zellen in 4 ml PBS wiederaufgenommen. Die anschließende Trennung der 

Makrophagen-Vorläuferzellen von anderen Zelllinien erfolgte mittels einer Percoll-

Dichtegradientenzentrifugation (Abbildung 3): dazu wurden zunächst jeweils 4 ml zweier Lösungen 

unterschiedlicher Dichte (Lösung I und Lösung II siehe 7.1) in einem 15 ml Zentrifugationsröhrchen 

übereinandergeschichtet und darüber anschließend die Zellsuspension gegeben. Nach 30 Minuten 

Zentrifugation ohne Bremse bei 2300 rpm und 4°C trennte sich die Zellsuspension in zwei Banden auf 

(Abbildung 4); die obere enthielt die Makrophagen Vorläuferzellen (Abbildung 4). Die Makrophagen-
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Vorläuferzellen wurden anschließend in ein 15 ml Zentrifugationsröhrchen überführt und mit PBS auf 

12 ml aufgefüllt. Es folgte eine weitere Zentrifugation für fünf Minuten bei 1500 rpm und 4°C; 

anschließend wurde der Überstand verworfen und die Zellen in 10 ml Makrophagen-Medium 

resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in eine 10 ml Petrischale überführt und unter den oben 

genannten Bedingungen (siehe 2.2.1) für sieben Tage inkubiert. 

 

Abbildung 3 Fließschema Präparation: Einzelne Schritte der Präparation sind schematisch dargestellt. Zunächst 
erfolgt die Präparation der Femora, dann die Spülung und Filtration des Knochenmarks mittels eine 70 μm 
Filtersieb. Nach Zentrifugation folgt die Erythrozytenlyse und Percoll-Dichtegradientenzentrifugation. Die 
gewonnenen Vorläuferzellen werden inkubiert. Details siehe Fließtext. 
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Abbildung 4 Banden nach Percoll-Dichtegradientenzentrifugation: Zentrifugationsröhrchen nach Percoll-
Dichtegradientenzentrifugation. Mit Pfeil markiert ist die obere Bande, welche die Makrophagen-Vorläuferzellen 
enthält. 

2.2.1.2 Kultivierung der isolierten Makrophagen-Vorläuferzellen 

Während der siebentägigen Inkubationszeit wurden Medienwechsel durchgeführt. Hierfür wurden die 

Vorläufer-Zellen 24 Stunden nach Präparation in 50 ml Zentrifugationsröhrchen pipettiert und bei 1200 

rpm und 20°C für 10 Minuten zentrifugiert. Das Sediment wurde in neuem Makrophagen-Medium 

resuspendiert und in neue 10 ml Petrischalen überführt. Durch dieses Verfahren wurden die frei in 

Lösung befindlichen Zellen von adhärierten Fibroblasten getrennt, welche am Boden der alten 

Petrischale zurückblieben. Nach weiteren 96 Stunden wurde das Makrophagen-Medium der Zellkultur 

erneuert. 

2.2.1.3 Aussaat der Makrophagen 

Nach sieben Tagen wurde das Makrophagen-Medium durch 10 ml Accutase-Lösung ersetzt und die 

Zellen für 10 Minuten unter oben genannten Bedingungen (siehe 2.2.1) im Brutschrank inkubiert um 

die adhärenten Makrophagen von der Zellkulturschale zu lösen. Die sich nun in Accutase-Lösung 

befindlichen Zellen wurden mittels Pipette aufgenommen, in ein 50 ml Zentrifugationsröhrchen 

überführt, bei 1200 rpm für 10 Minuten zentrifugiert, die Überstände verworfen und das Sediment in 

M-CSF freiem Makrophagen-Medium resuspendiert. Die Zellen wurden anschließend mit Hilfe einer 

Fuchs-Rosenthal-Zählkammer gezählt. Dazu wurden jeweils 20 μl der Zellsuspension mit 80 μl Trypan 

Blau Lösung gemischt. Die Zellzahl Z in n/ml ergab sich wie folgt:  
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Z = nZ x Vf x 1000 / [ausgezählte Fläche (1 mm²) x Kammertiefe (0,2 mm)]mm³ 

nZ = Anzahl der gezählten Zellen; nF = Anzahl der gezählten Felder; Vf = Verdünnungsfaktor; 

 

Daraufhin wurden die Zellen durch Zugabe der entsprechenden Menge von M-CSF freiem 

Makrophagen-Medium auf eine Konzentration von 1x10⁶ Zellen/ml eingestellt und der Zellsuspension 

zusätzlich 60ng/ml Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) hinzugefügt. PMA begünstigt das Wachstum 

der Makrophagen unter Kulturbedingungen (Greenberger et al. 1980; Smith et al. 1983; Mercurio und 

Shawn 1988), sowie die Aufnahme und Verarbeitung von Fremdmaterial (Kielian und Cohn 1981; 

Swanson 1989). Anschließend wurden 2x10⁵ Zellen/well in einem Volumen von 200 μl Kulturmedium 

96-well Platte pipettiert. Um die Reinheit der Präparation zu überprüfen, wurden wiederholt FACS-

Analysen (Herzenberg et al. 2002) mittels CD11b und F4/80-Antikörper durchgeführt, welche typtische 

Makrophagenmarker darstellen (Lloyd et al. 2008). 

2.2.2 Das Stimulationsprotokoll 

2.2.2.1 Vorbereitung der Bakterien 

Die verwendeten Streptococcus pneumoniae Stämme wurden uns von unserem Kooperationspartner 

Herrn Prof. Dr. Sven Hammerschmidt aus der Abteilung für Molekulare Genetik und Infektionsbiologie 

am Interfakultären Institut für Genetik und Funktionelle Genomforschung der Universität Greifswald 

zur Verfügung gestellt. Die Bakterien erhielten wir als in THY-Glycerol-Medium tiefgefrorene „ready to 

use“ Aliquots. Die Konzentrationen lagen hierbei zwischen 2x10⁹- und 1,4x10⁸ KBE/ml. Die jeweilige 

Konzentration wurde bei jeder Charge durch Ausplattieren der Bakterien auf Blutagarplatten in 

absteigenden Konzentrationen und Zählen der Kolonien überprüft. Am Versuchstag wurden die 

Bakterien durch Zugabe von 10% Penicillin/Streptomycin zwei Stunden vor Stimulation lysiert. Es 

wurden sieben Stämme folgender Serotypen verwendet: Serotyp 2 (D39), Pneumolysin-defizienter 

Serotyp 2 (D39ΔPLY), Serotyp 3, Serotyp 4, Serotyp 7F, Serotyp 14, Serotyp 19A. 

2.2.2.2 Stimulation der Knochenmarks-Makrophagen mit Streptococcus pneumoniae 

Am Tag der Stimulation wurde das Makrophagen-Medium zunächst durch Stimulations-Medium 

ersetzt. Für die Stimulation wurden die oben genannten Streptococcus pneumoniae Serotypen 

verwendet. Die Bakterien wurden in einer Konzentration von 1x10⁷ KBE/ml in die Makrophagen-Kultur 

eingebracht, anschließend wurde bei 37°C und 5% CO2 Begasung für sechs Stunden stimuliert. Als 

Negativkontrolle diente reines Makrophagen-Medium. Nach sechs Stunden Stimulation wurden die 

Überstände abgenommen und photometrische LDH Messungen (siehe 2.2.4) durchgeführt. Die 

restlichen Überstände wurden bei -30°C eingefroren und zu einem späteren Zeitpunkt für Interleukin-

Messungen mittels Enzyme-linked immunosorbent Assay (ELISA) (siehe 2.2.4) verwendet. 
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2.2.3 Test zum Nachweis von Pneumolysin durch Hämolyseaktivität 

Zur Bestimmung der lytischen-Aktivität der bei dieser Arbeit untersuchten Pneumokokkenstämme 

wurden Hämolysintests durchgeführt (Benton et al. 1997). Zur Gewinnung von intakten Erythrozyten 

wurden zunächst 10 ml Schafsblut bei 1000 rpm für 10 min zentrifugiert und das Sediment 

anschließend mit 20 ml PBS resuspendiert. Insgesamt wurde dieser Arbeitsschritt dreimal wiederholt. 

Abschließend wurde das Sediment in 10 ml PBS resuspendiert. Zur Anzucht der Pneumokokken wurden 

die zuvor auf Blutagarplatten aufgebrachten Bakterien (siehe 2.2.2) mit Wattestäbchen in 35 ml THY-

Flüssigmedium überführt und bei 37°C für 3-4 Stunden bis zu einer optischen Dichte von OD₆₀₀ 0,4-0,5 

kultiviert. Die Bakterien wurden dann durch Zentrifugation bei 5000 rpm für 10 min als Überstand für 

die Durchführung der Pneumolysintests gewonnen. Zur Durchführung der Tests wurden 100 μl 

Lysepuffer in die Kavitäten einer 96-well Platte vorgelegt und anschließend 50 - 5 μl 

Pneumokokkenüberstand sowie 1:50 verdünnte Erythrozytensuspension dazugegeben. Anschließend 

wurde für 30 min bei 37°C inkubiert und abschließend für 10 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Die 

Auswertung der Hämolyseaktivität erfolgte phänotypisch. Hierbei galt der Test als negativ, wenn sich 

ein Erythrozytensediment am Ende der Untersuchung zeigte, welches auf intakte Erythrozyten 

hindeutet. Bei Abwesenheit eines entsprechenden Sedimentes hatte demzufolge Hämolyse 

stattgefunden. Als Negativkontrolle dienten 150 μl Lysepuffer mit 50 μl Erythrozytensuspension. 

2.2.4 Messverfahren 

2.2.4.1 Enzyme-linked immunosorbent Assay 

Der Enzyme-linked immunosorbent Assay (ELISA) ist eine enzymbasierte Methode zum quantitativen 

Nachweis von Molekülen wie beispielsweise Proteinen (Aydin 2015b). Bei der hier angewendeten 

Methode handelt es sich um einen sogenannten Sandwich-ELISA. Hierbei wird der Boden einer 

Gewebekulturplatte mittels „Capture-Antibody“ bedeckt, welcher das nachzuweisende Protein bindet. 

Anschließend wird die zu untersuchende Probe eingebracht und in der Folge die gebundenen Proben 

mittels „Detection-Antibody“ markiert. Abschließend kann durch einen enzymkatalysierten 

Farbumschlag eine Quantifizierung mittels Densitometrie und Eichkurve vorgenommen werden (Aydin 

2015a). Diese Methodik wurde zur Bestimmung von Maus-IL-1β (Mouse IL-1β/IL 1F2 DuoSet® ELISA) 

sowie Maus-IL-6 (Mouse IL-6 DuoSet® ELISA) (R&D Systems Inc., Minneapolis, USA) in 

Zellkulturüberständen nach Stimulation eingesetzt. Die Durchführung erfolgte nach der 

Gebrauchsanweisung des Herstellers (R&D Systems Inc., Minneapolis, USA). Die Nachweisgrenze für 

beide Zytokine lag bei 15 pg/ml. 
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2.2.4.2 Photometrische Bestimmung der LDH-Konzentration im Zellkulturüberstand 

Die Untersuchungen zur Zytotoxizität erfolgten über die Messung der LDH-Konzentrationen im 

Überstand. Das Enzym Laktat-Dehydrogenase (LDH) ist ein intrazelluläres Enzym, welches bei 

Zellschäden, die mit einer Integritätsstörung der Plasmamembran oder Zell-Lyse einhergehen, aus dem 

Zellinneren freigesetzt wird (Korzeniewski und Callewaert 1983). Die Höhe der LDH Freisetzung 

korreliert mit dem Ausmaß der Zellschädigung, weshalb es sich als quantitative Methode zur 

Feststellung des lytischen Zelltodes eignet (Korzeniewski und Callewaert 1983). Der von LDH 

katalysierte Umsatz von Pyruvat zu Laktat unter NADH-Verbrauch kann hierbei photometrisch 

nachgewiesen und quantifiziert werden (Decker und Lohmann-Matthes 1988). Der von uns 

verwendete Nachweis basiert auf der Farbreaktion von wasserlöslichen Tetrazolium-Salzen (LDH-

Cytotoxicity Assay Kit II) (Biovision Inc., Kalifornien, USA). Die Anwendung erfolgte entsprechend der 

Gebrauchsanweisung des Herstellers (Biovision Inc., Kalifornien, USA). Als Referenzwert für den 

vollständigen Zelltod wurde die LDH-Konzentration nach Lyse von BMDMs mit Octoxinol 9 (Triton™ X-

100 im Folgenden Triton) verwendet (LDH in % of Triton). Triton zerstört als Detergens die Integrität 

von Zellmembranen (Helenius und Simons 1975). 

2.2.4.3 Fluorometrischer Nachweis von bakterieller RNA 

Die in dieser Arbeit untersuchten Pneumokokkenstämme (siehe 2.2.2) wurden auf Ihren RNA Gehalt 

untersucht. Zur Bestimmung verwendeten wir eine Fluoreszenz-Methode (QuantiFluor® RNA System) 

(Promega Corporation, Wisconsin, USA). Dabei bindet eine fluoreszierende Färbelösung an RNA, 

dessen Gehalt in den Proben dann photometrisch über eine Eichkurve quantifiziert werden kann. Die 

Anwendung erfolgte entsprechend der Gebrauchsanweisung des Herstellers (Promega Corporation, 

Wisconsin, USA). Die Nachweisgrenze betrug dabei 0,1 ng/μl. 

2.2.4.4 Analyse der Pneumolysin- und PsaA- Expression mittels Westernblot 

Die Expression des Toxins Pneumolysin sowie die Bestimmung des Gehaltes an Oberflächenantigen 

PsaA bei den einzelnen Streptokokken-Serotypen (siehe 2.2.2) wurde mittels Westernblot analysiert 

(Neal 1980). Hierzu wurden zunächst 10 μl der einzelnen Pneumokokkenstämme durch Zugabe von 

10% Penicillin/Streptomycin lysiert und anschließend mit 10μl 2xSB Buffer verdünnt und auf das 

Gradientengel aufgebracht. Nach Einbringen des Laufpuffers folgte die Auftrennung der Proteine bei 

200 V und 70-110 mA für 35 Minuten. Anschließend erfolgte das Blotting mittels Transferpuffer auf 

eine PVDF Membran mit 0,45 μm Porengröße bei 30V und 110-170 mA für eine Stunde. Danach 

wurden noch freie Bindungsstellen mittels PBS-Tween + Milchpulver blockiert und die Membranen für 

eine Stunde bei 37°C getrocknet. Nach Auftragen der entsprechenden primären und sekundären 

Antikörper folgte mittels Substrat-Kit (Chemiluminescent FemtoMax™ super sensitive HRP substrate) 
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(Rockland Immunochemicals Inc. Limerick, USA) und CCD Camera die Lumineszenzbestimmung. Die 

densitometrische Auswertung erfolgte mittels dem Computerprogramm ImageJ. 

2.2.5 Statistische Analyse 

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit dem Programm SigmaPlot. Es wurde 

eine einfaktorielle univariate Varianzanalyse (one-way ANOVA, analysis of variance) durchgeführt. Der 

Mehrgruppenvergleich erfolgte mittels Students-Newman-Keuls-Test. Die Normalverteilung wurde 

durch einen Shapiro-Wilk-Test überprüft, die Varianzhomogenität mit einem Brown-Forsythe-Test. Ein 

p-Wert < 0,05 wurde als signifikant angesehen. 
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3 Ergebnisse 

 Die Erkennung von Streptococcus pneumoniae Serotyp 2 (D39) durch murine Knochenmarks-

Makrophagen 

Die Toll-like Rezeptoren 2 und 4 wurden als wichtige Rezeptoren für die Erkennung von Streptococcus 

pneumoniae durch Makrophagen sowie für die Einleitung einer Immunreaktion gegen dieses Pathogen 

identifiziert (Koedel et al. 2003; Klein et al. 2008). Beobachtungen im Mausmodell der 

Pneumokokkenmeningitis lieferten erste Hinweise darauf, dass neben TLR 2 und TLR 4 weitere Toll-

like Rezeptoren an der Erkennung von Streptococcus pneumoniae beteiligt sind (Koedel et al. 2003; 

Koedel et al. 2004; Klein et al. 2008). Dort zeigten MyD88-defiziente Mäuse eine deutlich reduzierte 

Immunantwort (Koedel et al. 2004) im Vergleich zu TLR 2/4-doppeldefizienten Mäusen bei Infektion 

mit Pneumokokken (Klein et al. 2008). Da das Adaptermolekül MyD88 für die Funktion aller Toll-like 

Rezeptoren, mit Ausnahme von TLR 3 essentiell ist (Gay et al. 2011), könnten die beobachteten 

Unterschiede im Phänotyp durch die Beteiligung zusätzlicher Toll-like Rezeptoren erklärt werden. 

Bakterielle RNA wurde als ein wichtiger TLR-Ligand bei der Erkennung Gram-positiver Bakterien 

identifiziert (Deshmukh et al. 2011; Eigenbrod et al. 2012). Das Protein Unc93b1 ist essentiell für die 

Funktion der endosomalen, Nukleinsäure erkennenden TLRs (Tabeta et al. 2006; Eigenbrod und Dalpke 

2015) Durch Versuche aus unserer Arbeitsgruppe mit TLR 2/4-defizienten Makrophagen, welche 

zudem die Misssense-Mutation (3d) im Gen Unc93b1 trugen (Tabeta et al. 2006; Brinkmann et al. 

2007), konnte eine verminderte Zytokinproduktion ähnlich der von Makrophagen mit einer MyD88-

Defizienz beobachtet werden. Dies spricht für eine Beteiligung endosomaler TLRs bei der Erkennung 

von Pneumokokken. 

Daher sollte geklärt werden, ob (i) die oben genannten Beobachtungen aus dem Mausmodell in der 

Makrophagen-Kultur reproduzierbar sind und (ii) falls ja, ob neben TLR 2 und TLR 4 zusätzlich 

endosomale Toll-like Rezeptoren an der Erkennung von Streptococcus pneumoniae in der 

Makrophagen-Kultur beteiligt sind. 

3.1.1 Die Rolle des Adaptermoleküls MyD88 bei der Erkennung von Streptococcus pneumoniae 

Serotyp 2 (D39) durch murine Knochenmarks-Makrophagen 

Um die Reproduzierbarkeit der im Mausmodell beobachteten Reduktion der Immunantwort in der 

Makrophagen-Kultur nachvollziehen zu können, wurden folgende Versuche durchgeführt: 

Es wurden (i) murine Wildtyp-Makrophagen, (ii) MyD88/TRIF- sowie (iii) TLR 2/4-doppeldefiziente 

murine Knock-Out-Makrophagen mit dem klassischen Laborstamm Streptococcus pneumoniae Serotyp 

2 (D39) stimuliert. Die Wildtyp-Makrophagen fungierten hierbei als Positiv-Kontrolle. Es zeigten sich 

folgende Phänotypen: Die IL-6 Konzentrationen waren bei MyD88/TRIF- und TLR 2/4-

doppeldefizienten Makrophagen signifikant zur WT-Positiv-Kontrolle verringert. Zudem zeigten sich 
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bei dem Vergleich zwischen MyD88/TRIF-doppeldefizienten-Makrophagen und TLR 2/4-

doppeldefizienten Makrophagen verringerte IL-6 Konzentrationen. Diese Unterschiede waren 

signifikant. Die IL-1β Konzentrationen waren bei MyD88/TRIF-doppeldefizienten-Makrophagen 

signifikant zur Positiv-Kontrolle erniedrigt. Zudem zeigte sich eine signifikante Verringerung im 

Vergleich zu den TLR 2/4-doppeldefizienten Makrophagen. Bei der LDH-Freisetzung zeigten sich keine 

signifikanten Unterschiede zwischen Positiv-Kontrollen und Gen-defizienten Makrophagen. 

Diese Beobachtungen decken sich mit den oben genannten Beobachtungen aus dem Mausmodell. 

Aufgrund dieser Ergebnisse gingen wir davon aus, dass neben TLR 2 und 4 weitere TLRs an der 

Erkennung von Streptococcus pneumoniae Serotyp 2 (D39) in vitro beteiligt sind (Abbildung 5). 

[A]

[B]

[C] 

Abbildung 5 Die Rolle des Adaptermoleküls MyD88/TRIF bei der Erkennung von Streptococcus pneumoniae 
D39: Murine Knochenmarks-Makrophagen von C57BL6/n-Wildtyp-Mäusen sowie MydD88/TRIF- und TLR 2/4-
defizienten Mäusen wurden für sechs Stunden mit Streptococcus pneumoniae Serotyp 2 (D39) stimuliert. Es 
wurden die IL-6-, IL-1ß- sowie LDH-Konzentration im Überstand nach Stimulation bestimmt. Abbildung [A] zeigt 
die IL-6-, Abbildung [B] die IL-1ß- und Abbildung [C] die LDH in % of Triton-Konzentration in den Überständen der 
Zellkultur nach Stimulation. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte mit Standardabweichung. *p< 0,05 im 
Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle. **p< 0,05 im Vergleich zu TLR 2/4-defizienten Makrophagen. Die 
Nachweisgrenze für IL-1β und Il-6 betrug 15pg/ml. 
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3.1.2 Die Rolle endosomaler Toll-like Rezeptoren bei der Erkennung von Streptococcus pneumoniae 

Serotyp 2 (D39) durch murine Knochenmarks-Makrophagen 

Die Misssense-Mutation (3d) im Gen Unc93b1 deaktiviert die Funktion von Unc93B1 (Tabeta et al. 

2006), welches wiederum essentiell für die Funktion endosomaler Toll-like Rezeptoren ist (Lee et al. 

2013; Pelka et al. 2018). Um eine mögliche Beteiligung endosomaler TLRs bei der Erkennung von 

Streptococcus pneumoniae in der Makrophagen-Kultur zu testen, wurden TLR 2/4-doppeldefiziente 

Makrophagen, welche zudem die Misssense-Mutation (3d) trugen (3d&TLR 2/4) mit Streptococcus 

pneumoniae Serotyp 2 (D39) stimuliert und mit dem MyD88/TRIF defizienten Phänotyp aus Abschnitt 

(3.1.1) verglichen: Dabei zeigte sich bei 3d&TLR 2/4-Makrophagen eine verminderte 

Zytokinproduktion für IL-6 und IL-1β ähnlich der des MyD88/TRIF-doppeldefizienten Phänotypen. Dies 

spricht für die Beteiligung endosomaler Toll-like Rezeptoren bei der Erkennung von Streptococcus 

pneumoniae Serotyp 2 (D39) in vitro (Abbildung 6). 

[A] [B] [C] 

Abbildung 6 Die Rolle endosomaler Toll-like-Rezeptoren bei der Erkennung von Streptococcus pneumoniae 
D39 durch BMDMs: Murine Knochenmarks-Makrophagen von Mäusen, welche die Missense Mutation 3d trugen 
sowie TLR 2/4-defizient waren, wurden für sechs Stunden mit Streptococcus pneumoniae Serotyp 2 (D39) 
stimuliert. Zusätzlich ist der bereits unter 3.1.1 gezeigte MydD88/TRIF-defiziente Phänotyp abgebildet. Es wurden 
die IL-6-, IL-1ß- sowie LDH-Konzentration im Überstand nach Stimulation bestimmt. Abbildung [A] zeigt die IL-6-, 
Abbildung [B] die IL-1ß- und Abbildung [C] die LDH-Konzentration in den Überständen der Zellkultur nach 
Stimulation. Die Daten für MyD88/TRIF wurden bereits unter 3.1.1 gezeigt. Dargestellt sind jeweils die 
Mittelwerte mit Standardabweichung. Die Nachweisgrenze für IL-1β und Il-6 betrug 15pg/ml. 
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 Charakterisierung der ausschlaggebenden Toll-Like-Rezeptoren bei der Erkennung von 

Streptococcus pneumoniae Serotyp 2 (D39) durch murine Knochenmarks-Makrophagen 

Wie unter 3.1.2 gezeigt scheinen endosomale TLRs an der Erkennung von Streptococcus pneumoniae 

in der Makrophagenkultur beteiligt zu sein. Frühere Untersuchungen deuteten auf eine wichtige Rolle 

des endosomalen TLR 13 bei der Erkennung von Gram-positiven Bakterien hin (Hidmark et al. 2012; 

Oldenburg et al. 2012). Um die ausschlaggebenden Toll-like Rezeptoren für die Erkennung von 

Pneumokokken im Makrophagensystem zu identifizieren, wurden im Folgenden (i) TLR 2-,4-,13-

einfachdefiziente, (ii) 2/4- (bereits unter 3.1.1 gezeigt) und 2/13-doppeldefiziente, sowie (iii) TLR 

2/4/13-dreifachdefiziente murine Knock-Out-Makrophagen mit dem klassischen Laborstamm 

Streptococcus pneumoniae Serotyp 2 (D39) stimuliert. 

Die IL-6 Konzentrationen waren bei TLR 2/4/13-, TLR 2/13- und TLR 13- sowie zusätzlich TLR 2/4-

doppeldefizienten Makrophagen signifikant niedriger als bei der WT-Kontrolle. Die IL-1β Konzentration 

in den Überständen waren bei den TLR 2/4/13-, TLR 2/13- sowie TLR 13-defizienten Makrophagen 

signifikant niedriger als bei der WT-Kontrolle. Für die Freisetzung beider Zytokine ergaben sich keine 

Unterschiede zwischen dem TLR 2/4/13-Tripel- und TLR 2/13-doppel-defizienten Phänotyp. Für den 

Zelltod konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Phänotypen beobachtet 

werden. 

Diese Befunde deuten auf folgendes hin: (i) Die Zytokinfreisetzung von IL-6 und IL-1β muriner 

Knochenmarks-Makrophagen bei Stimulation mit Streptococcus pneumoniae erfolgt TLR 2 und 13 

abhängig. Dabei scheint die konzertierte Aktivität von TLR 2 und TLR 13 entscheidend zu sein. (ii) Der 

Zelltod muriner Knochenmarks-Makrophagen bei Stimulation mit Streptococcus pneumoniae erfolgt 

TLR unabhängig (Abbildung 7). 
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[A]

[B]

[C] 

Abbildung 7 Das Toll-like-Rezeptor-Profil bei der Erkennung von Streptococcus pneumoniae D39 durch 
BMDMs: Folgende murine Knochenmarks-Makrophagen wurden für jeweils sechs Stunden mit Streptococcus 
pneumoniae D39 stimuliert: (i) Wildtyp- (ii) TLR 2-,4-,13-einfachdefiziente Makrophagen, sowie (iii) TLR 2/4-, 
2/13-doppeldefiziente Makrophagen sowie (iv) TLR 2/4/13-tripeldefiziente Makrophagen. Gezeigt sind die 
Konzentrationen von IL-6 [A] IL-1β [B] sowie LDH [C]. Die Daten für WT und TLR 2/4 wurden bereits unter 3.1.1 
gezeigt. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte mit Standardabweichung. *p<0,05 im Vergleich zu Wildtyp-
Makrophagen. Die Nachweisgrenze für die IL-1β und Il-6 ELISA betrug 15pg/ml. 
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 Unterschiedliche Bedeutung von Toll-Like-Rezeptoren bei der Aktivierung von Makrophagen 

durch verschiedene Pneumokokken-Serotypen 

Die bisher vorgestellten Untersuchungen wurden mit dem klassischen Laborstamm D39 durchgeführt. 

Von klinischen und experimentellen Untersuchungen her ist bekannt, dass unterschiedliche Serotypen 

unterschiedliche Pathogenität besitzen (Briles et al. 1992; Grabenstein und Musey 2014; Geno et al. 

2015). 

Daher wurden die Untersuchungen im Folgenden auf verschiedene Serotypen ausgeweitet. Hierbei 

wurden zunächst (i) die Effekte verschiedener Serotypen bei WT-Makrophagen im Vergleich zu dem 

klassischen Laborstamm D39 charakterisiert und anschließend überprüft, ob (ii) die Erkennung von 

Streptococcus pneumoniae durch Toll-like Rezeptoren serotypenübergreifend stattfindet. 

3.3.1 Unterschiede bei der Aktivierung muriner Makrophagen durch verschiedene Pneumokokken-

Serotypen 

Im Folgenden wurden die Zytokin-Freisetzung sowie der Zelltod muriner Knochenmarks-Makrophagen 

bei Stimulation mit den klinisch relevanten Serotypen 3, 4, 7F, 14 und 19A (Feldman und Anderson 

2014) mit dem klassischen Laborstamm D39 verglichen, welche bereits unter Punkt 3.1 dargestellt 

wurden. 

Dabei zeigte sich, dass alle untersuchten Serotypen eine signifikant erhöhten IL-6 Konzentration in den 

gewonnenen Überständen im Vergleich zur Stimulation mit reinem Makrophagenmedium induzierten. 

Die Höhe der IL-6 Konzentrationen variierte zwischen den Serotypen. 

Bei den IL-1ß Messungen zeigte sich, dass die Serotypen 2, 4, 7F und 19A im Überstand eine signifikant 

erhöhte IL-1β Konzentration im Vergleich zur Medium-Kontrolle verursachten. Die Serotypen 3 und 14 

verursachten im Vergleich zur Medium-Kontrolle dagegen keinen signifikanten Anstieg der IL-1β 

Konzentration im Überstand. 

Bei den LDH-Messungen stellten wir fest, dass die Serotypen 2, 14, und 19A eine signifikant höhere 

LDH-Konzentration im Überstand im Vergleich zur Medium-Kontrolle hervorriefen. 

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass unterschiedliche Serotypen von Pneumokokken (i) eine 

unterschiedliche Zytokin-Freisetzung durch Makrophagen induzieren sowie (ii) in unterschiedlichem 

Ausmaß Zelltod hervorrufen. (iii) Es konnte kein Zusammenhang zwischen Zelltod und 

Zytokinfreisetzung festgestellt werden (Abbildung 8). 
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[A]

[B]

[C] 

Abbildung 8 Makrophagenaktivierung und -Zelltod nach Exposition mit verschiedenen Serotypen von 
Streptococcus pneumoniae: Murine Knochenmarks-Makrophagen wurden für sechs Stunden mit jeweils 
folgenden Streptococcus pneumoniae Serotypen stimuliert: (i) 2 (ii) 3 (iii) 4 (iv) 7F (v) 14 (vi) 19A. Als 
Negativkontrolle diente Makrophagen-Medium. Abbildung [A] zeigt die IL-6-, Abbildung [B] die IL-1ß- und [C] die 
LDH-Konzentration in den Überständen der Zellkultur nach Stimulation. Die Daten für Serotyp 2 wurden bereits 
unter 3.1.1 gezeigt. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte mit Standardabweichung. *p<0,05 im Vergleich zur 
Medium-Kontrolle. Die Nachweisgrenze für die IL-1β und Il-6 ELISA betrug 15pg/ml. 
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3.3.2 Toll-like Rezeptor Profil bei der Erkennung unterschiedlicher Pneumokokken-Serotypen durch 

murine Knochenmarks-Makrophagen 

Wie unter 3.3.1 gezeigt werden Makrophagen durch unterschiedliche Serotypen von Streptococcus 

pneumoniae unterschiedlich aktiviert. Daher wurde im Folgenden überprüft, ob dies auf einer 

unterschiedlichen Interaktion mit Toll-like-Rezeptoren beruht. Dazu wurden Knochenmarks-

Makrophagen mit einfachen- oder doppelten genetischen Toll-like Rezeptor Defizienzen mit den 

bereits unter 3.3.1 getesteten Serotypen stimuliert. 

Die Stimulation von TLR 13-einfachdefizienten Makrophagen mit allen untersuchten Serotypen 

erbrachte signifikant niedrigere IL-6 Konzentrationen. Die Freisetzung von IL-1β durch TLR 13-

einfachdefiziente Makrophagen war bei allen Serotypen außer Serotyp 3 und 14 vermindert. TLR 4-

einfachdefiziente Makrophagen setzten bei Stimulation mit Serotyp 14 signifikant weniger IL-6 frei. 

TLR 2-einfach defiziente Makrophagen zeigten bei Stimulation mit den Serotypen 3 und 4 verminderte 

IL-6 Konzentrationen. 

TLR 2/13-doppeldefiziente Makrophagen erzeugten bei allen getesteten Serotypen verminderte IL-6-

Konzentration im Überstand. Zudem zeigten sie für alle Serotypen außer Serotyp 3 verringerte IL-1β-

Konzentrationen. Die Messungen der IL-6 Konzentrationen bei TLR 2/4-doppeldefizienten 

Makrophagen zeigten für die Stimulation mit den Serotypen 2 (D39), 3 und 14 signifikante 

Verminderungen, während die IL-1β Konzentration nur bei Serotyp 4 vermindert war. 

Der TLR 2/13-doppeldefiziente Phänotyp zeigte im Vergleich zum TLR 13-einfachdefizienten Phänotyp 

zudem signifikant niedrigere IL-6 Konzentrationen bei ST 3 und 7F sowie signifikant niedrigere IL-1β 

Konzentrationen bei Serotyp 14. 

Für den Zelltod zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Makrophagen von Wildtyp- und TLR-

defizienten Mäusestämmen. 

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass (i) die Toll-like Rezeptoren 2, 4 und 13 serotypenübergreifend 

an der Erkennung von Pneumokokken beteiligt sind und (ii) eine konzertierte Aktivität der Toll-like 

Rezeptoren 2 und 13 zu einer höheren Zytokin-Freisetzung bei Stimulation mit unterschiedlichen 

Pneumokokken-Serotypen führt (Abbildung 9). 
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[E] 

[F] 

Abbildung 9 Toll-like-Rezeptorprofil bei der Erkennung unterschiedlicher Serotypen von Streptococcus 
pneumoniae: Es wurden (i) Wildtyp-(ii) TLR 2-,3-,13-einfachdefiziente-, sowie (iii) TLR 2/4-, 2/13-doppelt 
defiziente Knochenmarks-Makrophagen für jeweils sechs Stunden mit einem der folgenden Streptococcus 
pneumoniae Serotypen stimuliert: [A] ST2 (D39); [B] ST3; [C] ST4; [D] ST7F; [E] ST14; [F] ST19A. Zusätzlich sind 
jeweils die entsprechenden Werte für Stimulation mit reinem Makrophagen-Medium dargestellt. Die Daten für 
die Stimulation mit dem Wildtyp wurden bereits unter 3.3.1 gezeigt. Die Daten für die Stimulation mit dem 
Serotyp 2 wurden bereits unter 3.2 gezeigt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung. *p< 0,001 
im Vergleich zu Wildtyp-Makrophagen. **p<0,05 im Vergleich zu Wildtyp-Makrophagen. #p<0,05 im Vergleich zu 
TLR 2/4-defizienten-Makrophagen. Die Nachweisgrenze für die IL-1β und IL-6 ELISA betrug 15pg/ml. 
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 Mögliche Ursachen für unterschiedliche Aktivierung von murinen Makrophagen durch 

verschiedene Pneumokokken-Serotypen 

Wie bereits unter 3.3 gezeigt führt eine Stimulation mit unterschiedlichen Serotypen von 

Streptococcus pneumoniae zu einer unterschiedlichen Aktivierung von Makrophagen. Da 

Pneumokokken eine Vielzahl unterschiedlicher Pathogenitätsfaktoren exprimieren und Unterschiede 

im Expressionslevel zwischen unterschiedlichen Serotypen nachweisbar sind (Mitchell und Mitchell 

2010), sollte versucht werden, die Bedeutung ausgewählter bekannter Pathogenitätsfaktoren für die 

beobachteten Serotypenunterschiede bei der Makrophagenaktivierung in einem Screeningansatz zu 

erfassen. 

3.4.1 Bedeutung von Pneumolysin für die Makrophagen-Reaktion bei Exposition mit Streptococcus 

pneumoniae 

Die beobachteten Unterschiede zwischen den Serotypen könnten auf einer unterschiedlichen 

Pneumolysin-Expression sowie Aktivität beruhen. PLY gilt als zentraler Pathogenitätsfaktor (Berry et 

al. 1989; Rubins et al. 1995; Hirst et al. 2008). PLY wurde als möglicher TLR 4-Ligand (Malley et al. 2003) 

und als zentraler Faktor bei der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms (McNeela et al. 2010), welches 

für die IL-1ß-Produktion durch Makrophagen verantwortlich ist, beschrieben (Witzenrath et al. 2011). 

Für letzteres scheint die Fähigkeit von PLY, Poren in Zellmembranen von Makrophagen bilden zu 

können, entscheidend zu sein. Bei höheren Konzentrationen führt diese Aktivität zum nekroptischen 

Zelltod (Gonzalez-Juarbe et al. 2015). Um die Funktion von PLY in unserem 

Makrophagenzellkultursystem zu evaluieren, haben wir (i) zunächst die Wirkung des PLY-suffizienten 

Laborstammes D39 mit der eines isogenen PLY-defizienten Stammes D39ΔPLY vergleichen. 

Anschließend wurde dann (ii) die PLY-Expression bei unterschiedlichen Serotypen analysiert. 

3.4.1.1 Effekte einer Pneumolysin-Defizienz auf die Makrophagenreaktion bei Exposition mit 

Streptococcus pneumoniae 

Im Folgenden sind die Ergebnisse der IL-6-, IL-1ß- sowie LDH-Messungen dargestellt. Eine Stimulation 

mit Streptococcus pneumoniae D39 sowie D39ΔPLY führte zu einer signifikanten Erhöhung der IL-6 

Konzentrationen gegenüber der Medium-Kontrolle, wobei die IL-6-Konzentration nach einer 

Stimulation mit D39ΔPLY signifikant höher war als bei der mit dem entsprechenden Wildtypstamm. 

Bei den Messungen der IL-1β Konzentrationen im Überstand zeigte sich, dass die Konzentration bei 

Stimulation mit D39 signifikant im Gegensatz zur Medium-Kontrolle sowie zum Stamm D39ΔPLY erhöht 

war. D39ΔPLY konnte als Stimulans bei den Makrophagen keine signifikante Erhöhung der IL-1β 

Konzentration im Überstand hervorrufen. Bei Stimulation der Makrophagen mit dem Stamm D39 

zeigte sich eine sowohl im Vergleich zur Medium-Kontrolle als auch zur isogenen 
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pneumolysindefizienten Mutante D39ΔPLY signifikant erhöhte LDH-Konzentration in den 

Überständen. Unsere Untersuchungen an PLY-defizienten Stämmen belegen, dass PLY entscheidend 

zum Pneumokokken-induzierten Makrophagenzelluntergang und IL-1β-Freisetzung, nicht aber IL-6-

Produktion beiträgt (Abbildung 10). 

[A] 

[B] 

[C] 

Abbildung 10 Stimulation von BMDMs mit Streptococcus pneumoniae D39 und dessen isogener 
pneumolysindefizienter Mutante D39ΔPLY: Murine Knochenmarks-Makrophagen von C57BL6/n-Wildtyp-
Mäusen wurden für sechs Stunden mit einem pneumolysinproduzierenden Streptococcus pneumoniae Stamm 
D39 und seiner pneumolysindefizienten isogenen Mutante Stamm D39ΔPLY stimuliert. Als Negativkontrolle 
diente reines Makrophagen-Medium. Die Daten für die Kontrolle wurden bereits unter 3.3.1 gezeigt. Die Daten 
für den Serotyp 2 wurden bereits unter 3.1.1 gezeigt. Es wurden die LDH-, IL-1ß- sowie IL-6-Konzentration im 
Überstand nach Stimulation bestimmt. Abbildung [A] zeigt die IL-6-, Abbildung [B] die IL-1ß-Konzentration und 
Abbildung [C] die LDH Freisetzung in % of Triton in den Überständen der Zellkultur nach Stimulation. Dargestellt 
sind jeweils die Mittelwerte mit Standardabweichung. *p< 0,05 im Vergleich zur Medium-Kontrolle. Die 
Nachweisgrenze für IL-1β und Il-6 betrug 15pg/ml. 
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3.4.1.2 Pneumolysingehalt und hämolytische-Aktivität von Streptococcus pneumoniae: 

Zusammenhang mit Zelltod und Interleukinfreisetzung durch Makrophagen 

Wie bereits beschrieben ist Pneumolysin in vivo und in vitro unter anderem aufgrund der vermittelten 

Zell-Lyse ein wesentlicher Pathogenitätsfaktor bei Pneumokokkenerkrankungen (siehe 1.2.1). Aus 

diesem Grund wurden die in dieser Arbeit untersuchten Stämme auf ihren Pneumolysin-Gehalt und 

ihre Aktvität hin untersucht. Es zeigte sich, dass die Pneumolysinproduktion der einzelnen Stämme 

unterschiedlich hoch war. Dabei zeigte Serotyp 14 einen relativ hohen PLY-Gehalt, Serotyp 3 dagegen 

einen niedrigen. Der PLY-Gehalt der übrigen untersuchten Serotypen lag zwischen den Serotypen 3 

und 14. Die hämolytische Aktivität stieg mit der hinzugefügten Menge an Pneumokokkenüberstand 

an. Hier zeigte der Serotyp 14 eine hohe, die Serotypen 2 und 19A eine mittlere sowie die Serotypen 

3, 4 und 7F eine geringe PLY-Aktivität. Dies lässt folgende Schlüsse zu: (i) Es bestehen 

serotypenabhängige Unterschiede der Hämolyseaktivität sowie Pneumolysinproduktion. (ii) Die 

Menge des produzierten PLY-scheint mit der Hämolyseaktivität zu korrelieren. (iii) Weder für den 

Makrophagenzelltod noch für die Interleukinfreisetzung konnte ein Zusammenhang mit 

Hämolyseaktivität oder produzierter Pneumolysinmenge festgestellt werden (Abbildung 11). 
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[A] 

[B] 

Abbildung 11 Pneumolysingehalt der unterschiedlichen Serotypen und Hämolyseaktivität: Die Abbildung zeigt 
in [A] die Ergebnisse eines repräsentativen Pneumolysin Westernblots (oben) mit den Ergebnissen der 
Densitometrie (unten). [B] zeigt die Hämolyse von Schafsbluterythrozyten nach durchgeführtem Hämolysintest 
(siehe 2.2.3). Die Horizontale beschreibt in [B] die verschiedenen Pneumokokkenstämme in folgender Reihenfolge 
2, 2ΔPLY, 3, 4, 7F, 14, 19A, eine LTA-defiziente Mutante sowie THY-Medium und Makrophagen-Medium. Die 
vertikale die hinzugefügte Menge an Pneumokokkenüberstand in μl. Es zeigen sich dabei Unterschiede im Gehalt 
an PLY [A] sowie bei der hämolytischen Aktivität [B] zwischen den einzelnen Serotypen. 
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3.4.2 Weitere mögliche Ursachen für Unterschiede in der Toll-Like-Rezeptor-abhängigen 

Makrophagenaktivierung durch verschiedene Pneumokokken-Serotypen 

Im Folgenden sollte die Bedeutung weiterer Pathogenitätsfaktoren von Streptococcus pneumoniae als 

potentielle Aktivatoren einer Makrophagenaktivierung untersucht werden. 

3.4.2.1 Das Lipoprotein PsaA 

Lipoproteine können als TLR-Agonisten inflammatorisch auf den Wirtsorganismus wirken (Gisch et al. 

2013). Wie bereits einleitend beschrieben ist das Lipoprotein PsaA an der Entstehung von 

Pneumokokkenerkrankungen beteiligt (Rajam et al. 2008). Um Informationen über einen möglichen 

Zusammenhang zwischen der in vitro Aktivierung von Makrophagen und den Lipoproteingehalt von 

Pneumokokken zu erhalten, wurde die Konzentration von PsaA bei den hier untersuchten Serotypen 

bestimmt. (i) Die Messungen zeigten unterschiedliche PsaA-Konzentrationen bei den einzelnen 

Serotypen. (ii) Bezüglich des stimulatorischen Potentials auf Makrophagen oder deren Zelltod konnte 

kein Zusammenhang festgestellt werden (Abbildung 12). 

 

Abbildung 12 PsaA Gehalt der Serotypen: Die Abbildung zeigt die Menge an PsaA nach densitometrischer 
Auswertung der Westernblots. Im oberen Teil der Abbildung findet sich die Bande eines repräsentativen 
Westernblots, unten befinden sich die Ergebnisse der Densitometrie. 
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3.4.2.2 RNA 

Auf die Rolle von bakterieller RNA bei der Entstehung von Pneumokokkenerkrankungen (siehe 1.2.3) 

sowie deren Rolle bei der Erkennung von Streptococcus pneumoniae durch Makrophagen via TLRs 

(siehe 1.4) wurde bereits hingewiesen. Aufgrund dieser Zusammenhänge wurden die hier 

untersuchten Serotypen auf ihren RNA-Gehalt hin untersucht. Die Messung der RNA Konzentration in 

den Überständen ergab unterschiedliche RNA-Konzentrationen für die Serotypen 2, 3, 4, 7F, 14 und 

19A. Dabei zeigte sich für den Serotyp 14 die höchste RNA Konzentration und die niedrigste bei Serotyp 

4. Daraus folgt, dass (i) die RNA-Konzentration zwischen einzelnen Serotypen von Streptococcus 

pneumoniae variiert. (ii) Bezüglich der beobachteten stimulatorischen Aktivität ergab sich keine 

Korrelation mit der Menge des RNA-Gehaltes (Abbildung 13). 

 

Abbildung 13 RNA-Gehalt der unterschiedlichen Pneumokokken-Serotypen: Die Abbildung zeigt die 
Kontentrationen von RNA in ng/ml der unterschiedlichen Serotypen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit 
Standardabweichung. Die Skala ist logarithmisch. Die Nachweisgrenze betrug 0,1 ng/μl. 
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4  Diskussion 

Ausgeprägte Entzündungsreaktionen tragen entscheidend zur Pathologenese von Pneumokokken-

Erkrankungen wie der bakteriellen Meningitis bei (van de Beek et al. 2016; Bewersdorf et al. 2018). So 

kommt es durch eine überschießende Immunantwort zu schweren Gewebeschäden, welche letale 

Verläufe oder bleibende Schäden nach sich ziehen (Koedel et al. 2010a). Der initiale Trigger ist dabei 

die Interaktion von Pathogen und Mustererkennungsrezeptoren (Medzhitov und Janeway, JR 2000; 

O'Neill et al. 2013; Vidya et al. 2018). Hier ist das angeborene Immunsystem mit Toll-like Rezeptoren 

als bedeutende PRRs ausschlaggebend (Hedayad et al. 2011; Moresco et al. 2011). Es ist bekannt, dass 

die TLR 2 und 4 an der Erkennung von Streptococcus pneumoniae durch Makrophagen beteiligt sind 

(Koedel et al. 2003; Klein et al. 2008). Aufgrund eines Phänotypenunterschiedes zwischen TLR 2/4-

doppeldefizienten und MyD88-defizienten-Mäusen in einem in vivo-Modell der Pneumokokken-

Infektion stellte sich die Frage nach der Beteiligung weiterer TLRs neben TLR 2 und 4 (Koedel et al. 

2003; Koedel et al. 2004; Klein et al. 2008). Durch Versuche an Mäusen und murinen Makrophagen mit 

einem afunktionalem Unc93b1-Protein ergab sich der Verdacht auf die Beteiligung endosomaler TLRs 

(Tabeta et al. 2006; Eigenbrod und Dalpke 2015) (siehe 3.1.2). Weitere Untersuchungen im 

Makrophagensystem demonstrierten, dass TLR 13 in konzertierter Aktion mit TLR 2 bei der Erkennung 

einer Pneumokokken-Infektion - unabhängig vom Serotyp -eine zentrale Rolle einnimmt. Zudem 

konnten wir zeigen, dass einzelne Serotypen Unterschiede in Ihrer immunostimulatorischen Aktivität 

auf Makrophagen aufweisen. Eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der Makrophagen und deren 

Untergang infolge einer Pneumokokkenexposition scheint dem Pathogenitätsfaktor PLY zuzukommen; 

allerdings können Unterschiede in der PLY-Expression und -Aktivität die unterschiedliche 

stimulatorische Wirkung einzelner Pneumokokken-Serotypen nicht erklären. Auch andere durch uns 

untersuchte Faktoren wie Lipoproteine oder RNA scheinen alleine nicht ausschlaggebend zu sein, da 

Expressionsunterschiede nicht mit Aktivitätsunterschieden korrelierten. 

 Toll-Like-Rezeptor-Profil bei der Erkennung von Streptococcus pneumoniae D39 

Bei den Untersuchungen zur Beteiligung der Toll-like Rezeptoren bei der Erkennung von Streptococcus 

pneumoniae D39 durch murine Knochenmarks-Makrophagen (siehe 3.2) zeigte sich, dass bereits die 

genetische (Einfach-)Defizienz von TLR 13, nicht aber TLR 2 oder TLR 4, mit einer signifikanten 

Reduktion der Zytokinfreisetzung aus Makrophagen nach einer Pneumokokken-Exposition 

vergesellschaftet war. Dies spricht für eine zentrale Rolle von TLR 13 bei der Erkennung von 

Streptococcus pneumoniae durch murine Knochenmarks-Makrophagen. Für eine zusätzliche Rolle von 

TLR 2 sprach unsere Beobachtung, dass TLR 2/13-doppeldefiziente Makrophagen regelhaft eine 

geringere Pneumokokken-induzierte Zytokinfreisetzung aufwiesen als die entsprechenden anderen 

TLR-Kombinationen. Kein Unterschied war bei der Zytokinfreisetzung zwischen den 2/4/13-
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tripeldefizienten und 2/13-doppeldefizienten Makrophagen zu beobachten. Dies spricht gegen eine 

essentielle Beteiligung von TLR 4 und unterstreicht die fundamentale Funktion von TLR 2 und TLR 13 

bei der in vitro Reaktion von Makrophagen auf eine Stimulation mit Streptococcus pneumoniae D39. 

Da weder durch Einfachdefizienzen, Doppel- oder Tripledefizienz von TLRs noch durch eine komplette 

Inaktivierung des MyD88- sowie TIRF-Signalweges ein signifikanter Unterschied beim Zelltod zu 

entsprechenden Wildtyp-Makrophagen festgestellt werden konnte, erscheint die Schlussfolgerung 

berechtigt zu sein, dass TLRs und TLR-abhängige Signalwege an einer Vermittlung von Zelltod muriner 

Knochenmarks-Makrophagen bei Stimulation mit Streptococcus pneumoniae nicht beteiligt sind. 

Somit konnten wir durch die von uns erhobenen Befunde eine zentrale Rolle des Toll-like Rezeptors 13 

in konzertierter Aktivität mit dem TLR 2 bei der Erkennung von Streptococcus pneumoniae durch 

murine Knochenmarks-Makrophagen in vitro feststellen. Dies stimmt mit Befunden anderer 

Arbeitsgruppen überein, welche eine bedeutende Rolle des TLR 13 bei der Erkennung Gram-positiver 

Bakterien wie Listeria monocytogenes (Hidmark et al. 2012), Staphylococcus aureus (Hidmark et al. 

2012; Oldenburg et al. 2012; Kolter et al. 2016), Streptokokken der Gruppe B (Signorino et al. 2014; 

Kolter et al. 2016), Streptococcus pyogenes (Fieber et al. 2015) und Lactobacillus salivarius (Li et al. 

2012) sowie auch bei der Erkennung Gram-negativer Bakterien wie Escherichia coli (Li et al. 2012) 

feststellen konnten. Der Toll-like Rezeptor 13 ist ein ausschließlich bei der Maus aktiver Rezeptor 

(Ariffin und Sweet 2013). Er erkennt 23s rRNA gram-positiver Bakterien (Oldenburg et al. 2012) und 

liegt beim Menschen lediglich als Pseudogen vor (Ariffin und Sweet 2013). Als humanes Analogon des 

murinen TLR 13 kommt der endosomal gelegene TLR 8 in Frage, welcher ebenfalls bakterielle RNA als 

Ligand erkennt (Kruger et al. 2015) und eine wichtige Rolle bei der Abwehr Gram-positiver Bakterien 

spielt (Eigenbrod et al. 2015). So konnte gezeigt werden, dass TLR 8 bei der Erkennung von 

Staphylococcus aureus durch humane Makrophagen (Bergstrom et al. 2015) sowie bei der Erkennung 

von Enterococcus faecalis durch THP-1-Zellen entscheidend beteiligt ist (Nishibayashi et al. 2015). 

Zudem wurde RNA des Gram-negativen Spirochäten Borrelia burgdorferi als TLR 8 Ligand bei humanen 

Monozyten identifiziert (Cervantes et al. 2013). Für eine genauere Charakterisierung sind hier weitere 

Untersuchungen an humanen Zellen erforderlich. 

 Toll-Like-Rezeptor-Profil bei der Erkennung unterschiedlicher Pneumokokken-Serotypen 

Die Untersuchungen zum Toll-like Rezeptorprofil bei der Erkennung unterschiedlicher Serotypen von 

Streptococcus pneumoniae durch murine Knochenmarksmakrophagen (siehe 3.3.2) ergaben, dass die 

Toll-like Rezeptoren 2 und 13 entscheidend zur Erkennung aller untersuchten Serotypen beitrugen, 

was sich durch eine ausgeprägte Verringerung der Freisetzung der Zytokine IL-6 und/oder IL-1β im 

Vergleich zu stimulierten Wildtyp-Kontrollzellen äußerte. Nach einer Stimulation mit PLY-defizientem 

Serotyp 2 oder Wildtyp-Serotyp 3 konnte allerdings keine Freisetzung von IL-1ß beobachtet werden. 
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Für die Freisetzung von IL-1β ist neben der Produktion der Vorstufe pro-IL-1β eine weitere 

Prozessierung in aktives IL-1β über das Enzym Caspase 1 notwendig (Dinarello 1997). Die Aktivierung 

von Caspase 1 ist für die Pneumokokken-induzierte Freisetzung von IL-1β entscheidend (Koedel et al. 

2002) und erfolgt über das NLRP3 Inflammasom (McNeela et al. 2010; Schroder und Tschopp 2010; 

Hoegen et al. 2011; Witzenrath et al. 2012; Geldhoff et al. 2013), welches vor allem durch das 

bakterielle Toxin Pneumolysin aktiviert wird (siehe 1.2.1). Den fehlenden Effekt beim PLY-defizienten 

Serotyp 2 und beim Serotyp 3 führen wir daher nicht auf die fehlende Beteiligung der Toll-like 

Rezeptoren 2 und 13 an der Erkennung von Streptococcus pneumoniae zurück, sondern auf einen 

fehlenden Stimulus zur Caspase 1 Aktivierung und die damit ausbleibende Maturation und Freisetzung 

von IL-1β (Koedel et al. 2002). Für diese Vermutung sprechen der fehlende Zelltod der Makropagen 

nach einer Stimulation mit den genannten Serotypen. Für die Induktion des Zelltodes wird in erster 

Linie das bakterielle Toxin PLY verantwortlich gemacht, welches gleichzeitig ein bekannter Aktivator 

des NLRP3-Inflammasoms ist (McNeela et al. 2010; Hoegen et al. 2011; Witzenrath, et al. 2011). 

Als weitere wichtige Mustererkennungsrezeptoren bei der Erkennung von Pneumokokken wurden 

neben TLR (NOD)-like Rezeptoren (NLRs) sowie NLRP3 identifiziert (van de Beek et al. 2016). Zahlreiche 

Studien haben in den letzten Jahren auf eine potentielle Beteiligung von NOD2 bei der Erkennung von 

Streptococcus pneumoniae in vivo und in vitro hingewiesen (Opitz, B. et al. 2004; Liu et al. 2010; 

Dorrington et al. 2013; Hommes et al. 2015; Wang et al. 2018; Zheng et al. 2018). Hierbei ist NOD2 an 

der in vitro Aktivierung von NF-ĸB bei Stimulation mit Pneumokokken beteiligt (Opitz, B. et al. 2004). 

Gleiches gilt - wie oben bereits erwähnt - für NLRP3: Es wurde in Zellkulturexperimenten (McNeela et 

al. 2010; Witzenrath et al. 2011) sowie in vivo (Hoegen et al. 2011) als wichtiger Aktivator des NLRP3-

Inflammasoms bei Stimulation mit Pneumokokken identifiziert. Bei unseren Untersuchungen konnte 

allerdings durch genetische Inaktivierung von TLRs eine nahezu komplette Hemmung der 

Zytokinfreisetzung aus stimulierten murinen Makrophagen beobachtet werden. Dies deutet darauf 

hin, dass TLRs, insbesondere TLR 13, in diesem Versuchsmodell serotypenübergreifend der zentrale 

PRR bei der Erkennung von Streptococcus pneumoniae ist. Seine volle Wirkung scheint TLR 13 nur 

durch konzertierte Aktivität mit TLR 2 zu entfalten. 

 Einfluss der Pneumolysin-Produktion von Streptococcus pneumoniae auf Knochenmarks-

Makrophagen 

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen zum Einfluss der Pneumolysin-

Produktion von Streptococcus pneumoniae auf die IL-6-, IL-1β- sowie LDH-Freisetzung muriner 

Knochenmarks-Makrophagen ergaben, dass (i) die IL-6 Freisetzung durch murine Knochenmarks-

Makrophagen unabhängig von der Pneumolysinproduktion durch Streptococcus pneumoniae 

stattfindet und (ii) die LDH- sowie IL-1β-Freisetzung durch murine-Knochenmarks-Makrophagen PLY 
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abhängig ist. Der Makrophagen-Zelltod ist ein bei bakteriellen Infektionen häufig beobachtetes 

Phänomen (Chow et al. 2016; Stephenson et al. 2016; Jorgensen et al. 2017) (siehe 1.3.3). In den 

vergangenen Jahren haben sich einige Zellkulturstudien mit der Frage beschäftigt, an welcher 

Zelltodform Makrophagen bei einer Pneumokokken-Infektion zugrunde gehen. Es wurde berichtet, 

dass eine Infektion mit Pneumokokken zur Aktivierung des mitochondrialen Apoptose-Signalweges 

führen kann (Marriott et al. 2006; Bewley et al. 2011). Für die Induktion des apoptotischen 

Makrophagenzelltod ist dabei PLY sowie die Phagozytose der Pneumokokken durch die Makrophagen 

von essentieller Bedeutung (Bewley et al. 2011; Bewley et al. 2014). Um die Aufnahme der 

Pneumokokken durch die Immunzellen in vitro zu ermöglichen, mussten die Bakterien allerdings vor 

der Makrophagen-Stimulation im Reagenzglas mit anti-Pneumokokken-Antiserum opsoniert werden, 

um sie der Phagozytose zugänglich zu machen (Bewley et al. 2011; Bewley et al. 2014). In einer 

Untersuchung an der Mäuse-Mikroglia-Zelllinie BV2 wurde kürzlich gezeigt, dass eine Stimulation 

dieser Zellen mit Streptococcus pneumoniae durch eine NLRP3 - Inflammasom abhängige Casp1 

Aktivierung einen pyroptotischen Zelltod auslösen kann (Kim et al. 2015a). In einer weiteren Studie 

wurde wiederum demonstriert, dass verschiedene bakterielle Pathogene, darunter Pneumokokken 

und dessen Toxin PLY, eine Nekroptose in murinen und humanen Makrophagen induzieren können 

(Gonzalez-Jurabe et al. 2015). Die definitiven Gründe für diese heterogenen Befunde sind derzeit 

unklar. Möglicherweise beruhen sie auf Unterschieden im Versuchsaufbau wie beispielsweise 

unterschiedlichen Zellkulturmedien, Makrophagentypen und Pneumokokken-Serotypen. Unsere 

Beobachtungen, dass (i) Pneumokokken einen lytischen Zelltod auslösen können und (ii) PLY als 

entscheidender Auslöser des Zelltodes agiert, ist im Einklang mit oben genannten Arbeiten, welche 

immunostimmulatorische Formen des Zelltodes postulieren. Die definitive Zelltodform in unserem 

Versuchssystem muss durch zusätzliche Untersuchungen mit spezifischen Hemmstoffen und Gen-

defizienten Zellen noch evaluiert werden. 

Die von uns beobachtete IL-1β-Freisetzung bei Stimulation muriner Knochenmarks-Makrophagen mit 

Streptococcus pneumoniae im Vergleich zu seiner pneumolysindefizienten isogenen Mutante D39ΔPLY 

deutet auf eine PLY abhängige IL-1β Freisetzung hin. Es wurde gezeigt, dass PLY ein wichtiger Aktivator 

des Inflammasomes und damit der IL-1β Freisetzung ist (McNeela et al. 2010; Fang et al. 2011; Hoegen 

et al. 2011; Witzenrath et al. 2011). Ein weiterer möglicher Mechanismus ist die Förderung der 

Freisetzung von IL-1β aus dem Zytoplasma aufgrund von Zellmembranschäden, welche direkt durch 

die porenbildende Aktivität von PLY und/oder durch PLY induzierte Zelltodprogramme und Gasdermin 

D hervorgerufen wurden (siehe auch 1.2.1). 

Die Freisetzung von IL-6 durch murine Knochenmarks-Makrophagen bei Stimulation mit 

Pneumokokken erfolgte bei unseren Untersuchungen unabhängig von der Pneumolysinproduktion. 

Sowohl der PLY-suffiziente Stamm D39 als auch dessen, als auch seine isogene PLY-defizente Mutante 
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D39ΔPLY induzierten eine IL-6 Freisetzung. Die Produktion und Freisetzung von IL-6 erfolgt nach 

Aktivierung von NF-ĸB durch TLR-Signalwege über PAMPs (Mansell und Jenkins 2013; Wolf et al. 2014; 

Schaper et al. 2015; Garbers et al. 2018; Rose 2018). Somit könnte die beobachtete PLY-unabhängige 

Freisetzung von IL-6 durch die Aktivierung von TLRs durch PCWs Lipopeptide/Lipoproteine (LPs) (Gisch 

et al. 2013) getriggert werden. Bei unseren Untersuchungen war die IL-6 Konzentration bei Stimulation 

mit PLY-defizienten Pneumokokken signifikant höher als bei dem entsprechenden Wildtyp-Stamm. Ein 

möglicher Grund für diesen Befund ist die durch die zytotoxische Wirkung von PLY dezimierte 

Makrophagen-Zellzahl bei Stimulation mit dem PLY-suffizienten Wildtyp D39; letztere tritt beim PLY-

defizienten Stamm nicht auf. 

 Mögliche Bedeutung des PLY-, Lipoprotein- und RNA-Gehalts für die Unterschiede in der 

immunstimulatorischen Aktivität einzelner Pneumokokken-Serotypen 

Bei unseren Untersuchungen stellten wir teils erhebliche Differenzen in der IL-1β-, IL6- und LDH-

Freisetzung aus Knochenmarksmakrophagen nach einer Exposition mit unterschiedlichen 

Pneumokokken-Serotypen fest. Mögliche Ursachen für diese Differenzen könnten Serotypen 

spezifische Unterschiede in der PLY-Konzentration bzw. – Aktivität, im Lipoprotein- und/oder im RNA-

Gehalt sein. 

In der medizinischen Fachliteratur finden sich etliche Arbeiten, welche sich mit der funktionellen 

Bedeutung von PLY bei Pneumokokken-induzierter Makrophagenaktivierung und -Zelllyse 

beschäftigen und zeigen, dass PLY entscheidend zum Zelluntergang und zur Zytokinfreisetzung aus 

Makrophagen beiträgt (Houldsworth et al. 1994; Shoma et al. 2008; McNeela et al. 2010; Hoegen et 

al. 2011; Witzenrath et al. 2011; Gonzalez-Juarbe et al. 2015; Kim et al. 2015; Gilley et al. 2016). 

Ausschließlich Pneumokokken-Serotypen, welche ein hämolytisch wirksames PLY produzierten, waren 

in der Lage, sowohl die Produktion, als auch die Freisetzung von IL-1β aus Makrophagen zu induzieren 

(Witzenrath et al. 2011; Harvey et al. 2014). Unsere Western Blot- und Hämolyse-Test zeigten, dass die 

von uns analysierten Serotypen sehr unterschiedliche Mengen an PLY bilden. Allerdings war das 

gebildete PLY in allen Fällen hämolytisch aktiv (siehe 3.4.1). Lediglich die Abwesenheit von PLY ging mit 

einem Verlust der zytotoxischen und der IL-1β-induzierenden Wirkung der Pneumokokken einher. Bei 

den PLY-bildenden Serotypen waren weder die PLY-Menge, noch dessen hämolytische Aktivität mit 

dem Ausmaß des Zellunterganges und/oder der IL-1β-Konzentration im Überstand assoziiert. 

Unterschiede in der PLY-Aktivität bzw.-Menge scheinen folglich nicht für die Serotypen-Unterschiede 

in Zytotoxizität und IL-1β-Freisetzung verantwortlich zu sein. Auffallend war zudem, dass die PLY-

Defizienz keine Reduktion der IL-6-Freisetzung bedingte. Ganz im Gegenteil, die IL-6-Konzentrationen 

im Zellkulturüberstand waren nach einer Stimulation mit dem defizienten Stamm sogar höher als mit 

dem PLY-bildenden Wildtypstamm. Eine mögliche Erklärung hierfür könnte in der fehlenden 
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Zytotoxizität des PLY-defizienten Stammes und damit der höheren Zahl an Makrophagen, die IL-6 

bilden können, liegen (siehe auch 4.3). 

Die immunstimulatorische Wirkung von Pneumokokken begründet sich durch die Interaktion von 

PAMPs mit entsprechenden Mustererkennungsrezeptoren. Als bekannte immunstimulatorische 

Moleküle von Gram-positiven Keimen wie Pneumokokken gelten Lipoproteine wie PsaA (Briles et al. 

2000; Palaniappan et al. 2005; Tomlinson et al. 2014) und bakterielle RNA (Eigenbrod et al. 2012; 

Oldenburg et al. 2012; Krüger et al. 2015; Spelmink et al. 2016). Die immunstimulatorische Aktivität 

wird dabei hauptsächlich durch deren Bindung an Toll-like-Rezeptoren vermittelt, wobei – wie in dieser 

Untersuchung gezeigt – der konzertierten Aktion von TLR 2 und TLR 13 eine bedeutende Rolle 

zukommt. Es ist folglich denkbar, dass die beobachtenden Unterschiede in der immunstimulierenden 

Aktivität der analysierten Serotypen zumindest teilweise auf Unterschieden in der Expression von PsaA 

und/oder RNA beruhen. Bei unseren Analysen stellten wir zwar deutliche Differenzen in der PsaA- und 

RNA-Menge (auch der 23s-RNA, die mittels rt-PCR von der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. 

Hammerschmidt bestimmt wurde; Daten nicht dargestellt) zwischen den Serotypen fest. Ähnlich wie 

für PLY konnten wir aber auch für PsaA und RNA keine Assoziation mit dem immunstimulatorischen 

Potenzial der Serotypen beobachten. Folglich scheinen auch diese Faktoren nicht hauptverantwortlich 

für die detektierten Serotypen spezifischen Unterschiede in der der Zytokin-Freisetzung und 

Zytotoxizität zu sein. Zur Identifizierung und genaueren Charakterisierung dieses Phänomens sind 

somit weitere Untersuchungen, wie beispielsweise unter Einsatz moderner Proteomics-Methoden 

(siehe z.B. Schmidt et al. 2019), vonnöten. Eine Zusammenfassung zeigt (Abbildung 14). 
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Abbildung 14 Schematische Darstellung der Rolle von TLRs bei der Detektion von Pneumokokken durch 
Makrophagen: Die Toll-like Rezeptoren 2 und 13 sind an der Erkennung von Streptococcus pneumoniae beteiligt. 
Der Toll-like Rezeptor 2 erkennt Zellwandbestandteile (a.e. Lipopeptide). Die In vitro Aktivität von Pneumolysin 
beruht auf der Induktion von Zelltodprogrammen wie Pyroptose, Nekroptose sowie der IL-1β Maturation über 
Caspase 1 Aktivierung mit konsekutiver Freisetzung über vom Protein Gasdermin D gebildete Poren. Das 
vermehrte eindringen von bakterieller RNA durch die poröse Zellmembran könnte zusätzlich zu einer erhöhten IL-
1β-Freisetzung führen. Der endosomal gelegene TLR 13 erkennt 23s-RNA von Streptococcus pneumoniae und 
aktiviert NF-ĸB. TLR 13 ist der zentrale Rezeptor bei der Erkennung von Streptococcus pneumoniae und wirkt 
synergistisch mit TLR 2. 
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5 Zusammenfassung 

Das Gram-positive Bakterium Streptococcus pneumoniae ist ein klinisch bedeutsamer Erreger und 

Verursacher schwerer Krankheitsbilder wie beispielsweise einer Meningitis, Pneumonie oder Sepsis 

(Feldman und Anderson 2016; van de Beek et al. 2016; Hasbun et al 2017). Die bisherigen Fortschritte 

bei der Behandlung von Pneumokokken-Erkrankungen verdanken wir dem Zugewinn an Erkenntnissen 

über dieses Pathogen und seinen Wechselwirkungen mit dem Immunsystem des Wirtes (Koedel et al. 

2010b; van de Beek et al. 2016). Makrophagen (Mɸ) als wichtiger Vertreter der angeborenen 

Immunität (Janeway, JR und Medzhitov 2002; Franken et al. 2016) erkennen mittels 

Mustererkennungsrezeptoren (Pattern-recognition receptors, PRRs) sogenannte Pathogen-assoziierte 

molekulare Muster (Pathogen-associated molekular patterns, PAMPs) und initiieren eine komplexe 

Immunantwort (Janeway, JR und Medzhitov 2002; Kumar et al. 2011; O'Neill et al. 2013). Toll-like 

Rezeptoren gelten als entscheidende PRRs bei der Regulierung dieser Immunreaktion (Koppe et al. 

2012; Nardo 2015; Vijay 2018). Die aus der PAMP-PRR Interaktion resultierende Entzündungsreaktion 

stellt einen entscheidenden pathogenetischen Faktor bei Pneumokokken-Erkrankungen dar (Koedel et 

al. 2010b; van de Beek et al. 2016). 

Von früheren in vitro- und in vivo-Studien war bekannt, dass die TLR 2 und 4 an der Erkennung von 

Streptococcus pneumoniae beteiligt sind (Koedel et al. 2003; Klein et al. 2008). Hinweise auf die 

Beteiligung weiterer TLRs ergaben sich aus Versuchen an genetisch veränderten Mäusen , welche eine 

genetische Defizienz des Adaptermolekül MyD88 und dadurch einen funktionellen Defekt nahezu aller 

TLR-vermittelter Signaltransduktionswege (außer von TLR 3 und partiell TLR 4) aufwiesen, welche zur 

Signaltransduktion über Toll-like Rezeptoren bei der Erkennung von Streptococcus pneumoniae 

unabkömmlich sind (Koedel et al. 2004). Diese Mäuse zeigten im Vergleich zu TLR 2/4-

doppeldefizienten Makrophagen eine deutlich reduzierte Entzündungsreaktion (Koedel et al. 2004; 

Klein et al. 2008). In Pilot-Versuchen an TLR 2/4-defizienten Makrophagen, die zusätzlich die 

Misssense-Mutation (3d) im Gen Unc93b1 trugen, dessen Genprodukt für die Prozessierung 

endosomaler TLRs verantwortlich gemacht wird (Tabeta et al. 2006; Brinkmann et al. 2007; Tabeta et 

al. 2006; Eigenbrod und Dalpke 2015; Pelka et al. 2018), beobachtete unsere Arbeitsgruppe eine 

Reduktion der Zytokinfreisetzung, die dem Befund bei MyD88-defizienten Makrophagen vergleichbar 

war. Diese Befunde werteten wir als Hinweis für die Beteiligung eines oder mehrerer endosomaler 

TLRs bei der Erkennung von Streptococcus pneumoniae. Als möglicher Kandidat kam insbesondere TLR 

13 in Frage, da dieser als PRR für 23sRNA mehrerer anderer Gram-positiver und -negativer Bakterien 

beschrieben worden war (Hidmark et al. 2012; Li et al. 2012; Oldenburg et al. 2012; Signorino et al. 

2014; Fieber et al. 2015; Kolter et al. 2016). 

Ziel dieser Arbeit war zunächst die Sicherung der in den oben beschriebenen Pilotexperimenten an 

3d/TLR 2/4-defizienten Makrophagen erhobenen Befunde. In der Folge sollten die an der Erkennung 
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von Streptococcus pneumoniae durch murine Knochenmarks-Makrophagen mitwirkenden 

endosomalen TLRs identifiziert werden. In weiteren Versuchsreihen sollte überprüft werden, ob sich 

die Reaktion von Makrophagen auf eine Exposition mit unterschiedlichen Pneumokokken-Serotypen 

gleicht und falls nicht, ob hierfür Unterschiede im Bereich der PAMP-PRR-Interaktion verantwortlich 

zu machen sind. 

Die Untersuchungen wurden an Primärkulturen muriner Knochenmarksmakrophagen verschiedener 

Mäusestämme mit und ohne TLR-Defizienzen durchgeführt. Um auszuschließen, dass 

Wachstumsunterschiede zwischen verschiedenen Pneumokokken-Serotypen für mögliche 

Unterschiede in der Makrophagenreaktion verantwortlich sind, wurden die Pneumokokken vorab 

durch eine Behandlung mit Penicillin/Streptomycin abgetötet. Die Makrophagen wurden in allen 

Experimenten mit jeweils 1x10⁷ KBE/ml Pneumokokkensuspension stimuliert. Nach sechs Stunden 

wurden die Zellkulturüberstände gewonnen und die Konzentrationen der Zytokine IL-6 und IL-1β sowie 

des Zelltodmarkers LDH bestimmt. In weiteren Experimenten wurden die PLY-Menge und -Aktivität 

sowie der Lipoprotein PsaA- und der RNA-Gehalt der verschiedenen Pneumokokken-Serotypen 

ermittelt. 

Die wesentlichen Befunde unserer Untersuchungen waren: (i) die immunstimulatorische und 

zytotoxische Aktivität auf Makrophagen variiert zwischen verschiedenen Pneumokokken-Serotypen. 

(ii) Die Beteiligung einzelner TLRs bei der Erkennung einer Pneumokokken-Exposition weist Serotypen 

spezifische Unterschiede auf. (iii) Für die immunstimulatorische Wirkung aller Serotypen ist die 

konzertierte Aktion von TLR 2 und TLR 13 essentiell, während PLY die zytotoxische Wirkung der 

Serotypen zu vermitteln scheint. (iv) Weder Unterschiede in der PLY-Menge und -Aktivität noch im 

PsaA- und RNA-Gehalt scheinen für die beobachteten Serotypen spezifischen Differenzen im 

immunstimulatorischen Potential von Pneumokokken verantwortlich zu sein. Das Lipoprotein PsaA 

und bakterielle RNA sind bekannte Liganden von TLR 2 und TLR 13 (siehe 1.2.2 und 1.2.3). Somit zeigten 

unsere Untersuchungen an primären murinen Makrophagen erstmals, dass die konzertierte Aktion von 

TLR 2 und TLR 13 für die Erkennung von Pneumokokken entscheidend zu sein scheint. In zukünftigen 

Untersuchungen muss deren Bedeutung an in vivo Modellen, wie beispielsweise dem der 

Pneumokokken-Meningitis überprüft werden. Sollten sich die in vitro Befunde in vivo bestätigen 

lassen, könnten TLR 2 und TLR 13 vielversprechende Angriffspunkte für eine erfolgreiche adjuvante, 

anti-inflammatorische Behandlung der Pneumokokken-Meningitis beispielsweise mit anti-TLR 2-

Antikörpern und Chloroquin, einem Hemmstoff endosomaler TLRs, sein. Da TLR 13 zwar in der Maus, 

nicht aber im Menschen exprimiert wird, muss in weiteren Analysen an menschlichen Zellen die 

Funktion endosomaler TLRs überprüft und in der Folge das menschliche Äquivalent von TLR 13 

identifiziert werden. 

  



 

46 
 

6 Ausblick 

Ein Hauptaugenmerk zukünftiger Untersuchungen soll auf der Frage der Übertragbarkeit unserer in 

vitro-Befunde auf die in vivo-Situation liegen. Dafür sollen Experimente in einem Mausmodell der 

Pneumokokken-Meningitis durchgeführt werden. Zunächst soll durch Einsatz Gen-defizienter Stämme 

überprüft werden, ob TLR 2 und TLR 13 in diesem kliniknahen Modell entscheidend zur 

autodestruktiven Immunreaktion beitragen. Sollte dies der Fall sein, soll in weiteren Versuchsreihen 

getestet werden, ob durch eine Antagonisierung der entsprechenden TLRs (z.B. mit Chloroquin, einem 

Hemmstoff endosomaler TLR-Aktivität, plus anti-TLR 2-Antikörpern) der klinische Verlauf der 

Pneumokokken-Meningitis verbessert werden kann, und zwar im Vergleich zur Standardtherapie mit 

Dexamethason. Des Weiteren möchten wir in Untersuchungen an primären humanen 

Monozyten/Makrophagen das humane Äquivalent des murinen TLR 13 identifizieren. Überdies sollen 

Mechanismen des Pneumokokken-induzierten Makrophagenzelltod und deren Relevanz im in vivo-

Modell analysiert und Ursachen der Serotypen spezifischen Unterschiede in der Zytotoxizität und im 

immunstimulatorischen Potenzial erfasst werden. 
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7 Anhang 

 Medien und Lösungen 

Komponente Menge/ Konzentration Hersteller 

2xSB Buffer   

Tris HCL 1,25 ml 1M (siehe 7.2) 

Glycerin 2 ml (siehe 7.5) 

Natriumdodecylsulfat (SDS)  2 ml 20% (siehe 7.5) 

Bromphenolblau 5 ml (siehe 7.2) 

2-Mercaptoethanol 0,5 ml (siehe 7.5) 

Antikörper für Westernblot 

Primär PLY 

  

Anti-Pneumolysin Antibody 1:2000 Abcam, Cambridge, UK 

Antikörper für Westernblot 

Sekundär PLY 

  

Anti-Rabbit IgG F(ab′)2 

fragment−Peroxidase antibody 

1:2000 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

 

Antikörper für Westernblot 

Primär PsaA 

  

PsaA (SP1650) Antikörper  Zur Verfügung gestellt von 

Herrn Prof. Dr. Sven 

Hammerschmidt aus der 

Abteilung für Molekulare 

Genetik und Infektionsbiologie 

am Interfakultären Institut für 

Genetik und Funktionelle 

Genomforschung der 

Universität Greifswald 

Antikörper für Westernblot 

Sekundär PsaA 

  

Goat anti-Mouse IgG HRP  R&D Systems, Minneapolis, 

USA 

Lösung I   

NaCl 0,15 M NaCl (siehe 7.5) 

Endotoxin-freies Wasser 19,85% (siehe 7.2) 



 

48 
 

Percoll 80,15% Percoll (siehe 7.2) 

Lösung II   

NaCl 0,15 M  (siehe 7.5) 

Endotoxin-freies Wasser 42,92% (siehe 7.2) 

Percoll 57,08% (siehe 7.2) 

Laufpuffer   

Mes konz. Puffer  50ml (siehe 7.2) 

Destilliertes Wasser 950 ml (siehe 7.2) 

Lysepuffer   

Dithiothreitol (DTT) 10mM (siehe 7.5) 

BSA 0,1% (siehe 7.2) 

Makrophagen-Medium   

DMEM --- (siehe 7.2) 

Fetal Bovine Serum 10% (siehe 7.2) 

Hepes solution 10mM (siehe 7.2) 

Penicillin/Streptomycin 10µg/ml (siehe 7.2) 

M-CSF 50ng/ml (siehe 7.2) 

Makrophagen-Medium ohne 

M-CSF 

  

DMEM --- (siehe 7.2) 

Fetal Bovine Serum 10% (siehe 7.2) 

Penicillin/Streptomycin 10µg/ml (siehe 7.2) 

NaCl-Lösung 0,2%   

NaCl 0,03 M (siehe 7.5) 

Endotoxin-freies Wasser --- (siehe 7.2) 

NaCl-Lösung 1,2%   

NaCl 0,2 M (siehe 7.5) 

Endotoxin-freies Wasser --- (siehe 7.2) 

PBS-Tween + Milchpulver   

PBS-Tween 500 ml (siehe 7.2) 

Milchpulver 25 g (siehe 7.2) 

Phosphate Buffered Saline 

(PBS) für ELISA 

  

NaCl 137 mM (siehe 7.5) 

KCl  2.7 mM (siehe 7.5) 
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Na₂HPO₄ 8.1 mM (siehe 7.5) 

KH₂PO₄ 1.5 mM (siehe 7.5) 

Reagent diluent   

BSA 1% (siehe 7.2) 

PBS --- (siehe 7.2) 

Stimulations-Medium   

DMEM --- (siehe 7.2) 

Nutridoma 1% (siehe 7.2) 

Hepes solution 10 mM (siehe 7.2) 

Penicillin/Streptomycin 10µg/ml (siehe 7.2) 

Stop Solution   

H₂SO₄ 2 N (siehe 7.5) 

THY-Flüssigmedium   

Todd-Hewitt-Broth 36,4g/l (siehe 7.2) 

Hefe Extrakt 0,5% (siehe 7.2) 

Transferpuffer   

Transfer Buffer 50 ml (siehe 7.2) 

Methanol 100 ml (siehe 7.5) 

Destilliertes Wasser 850 ml (siehe 7.2) 

Wasch Buffer   

Tween® 20 0.05% (siehe 7.5) 

PBS --- (siehe 7.2) 

 Verbrauchsmaterialien 

Bezeichnung Hersteller 

Akkutase-Lösung Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Bromphenolblau Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Endotoxin-freies Wasser Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Escherichia coli Lipopolysaccharid (LPS) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Fetales Bovines Serum Albumin (FBS) Gibco by Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Gradientengel NOVEX by Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

USA 

Hepes solution Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
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M-CSF PeproTech, Rocky Hill, USA 

Mes knoz. Puffer Novex by Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

USA 

Milchpulver Merck, Darmstadt, Germany 

Nigericin Biomol, Hamburg, Germany 

Nutridoma Roche Diagnostics, Mannheim, Germany 

Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Percoll Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Pneumolysin Zur Verfügung gestellt von Herrn Prof. Dr. Sven 

Hammerschmidt aus der Abteilung für 

Molekulare Genetik und Infektionsbiologie am 

Interfakultären Institut für Genetik und 

Funktionelle Genomforschung der Universität 

Greifswald 

PVDF Membran Millipore-by Merck, Darmstadt, Germany 

Schafsblut, defibriniert Oxoid by Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

USA 

Todd-Hewitt-Bouillon Roth, Karlsruhe, Germany 

Tris-HCl 1 M Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Trypan-Blau Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

 Technische Geräte und Arbeitsmaterialien 

Technische Geräte 

Gerät Typ Hersteller 

Brutschrank --- Heraeus, Hanau, Germany 

CCD-Kamera ChemiDoc-It Imaging System UVP by Analytic Jena, Jena, 

Germany 

Elektronische Pipette Easypet 3 Eppendorf, Hamurg, Germany 

Feinwaage ABJ 220-4NM Kern, Balingen-Frommern, 

Germany 

Fuchs-Rosenthal Zählkammer --- Brand, Wertheim, Germany 

Mikroskop Leitz DM IL Leitz by Leica, Wetzlar, 

Germany 
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Photometer Ultraspec 500/1100 pro Amersham by GE Healthcare, 

Chicago, USA 

Pipette 100 – 1000 µl --- Eppendorf, Hamurg, Germany 

Pipette 25 – 250 µl --- Eppendorf, Hamurg, Germany 

Pipette 5 – 20 µl --- Eppendorf, Hamurg, Germany 

Zentrifuge 1 Z360K Hermle, Gosheim, Germany 

Zentrifuge 2 5415R Eppendorf, Hamurg, Germany 

Arbeitsmaterialien 

Material Hersteller 

96-well Gewebekulturplatte Falcon by Corning, Corning, USA 

96-well Photometerplatte Nunc, Roskilde, Denmark 

Blutagarplatten BD, Franklin Lakes, USA 

Eppendorfgefäße 1,5 ml Eppendorf, Hamurg, Germany 

Feinsieb 70µm Falcon by Corning, Corning, USA 

Petrischale 10 ml Falcon by Corning, Corning, USA 

Pipettenspitzen 100 – 1000 µl Eppendorf, Hamurg, Germany 

Pipettenspitzen 25 – 250 µl Eppendorf, Hamurg, Germany 

Pipettenspitzen 5 – 20 µl Eppendorf, Hamurg, Germany 

Pipettenspitzen 5 ml Falcon by Corning, Corning, USA 

Pipettenspitzen 10 ml Falcon by Corning, Corning, USA 

Plate Sealers R&D Systems, Minneapolis, USA 

Sterile Kanüle 0,5 mm BD, Franklin Lakes, USA 

Spritze 10 ml BD, Franklin Lakes, USA 

Zentrifugationsröhrchen 15 ml Falcon by Corning, Corning, USA 

Zentrifugationsröhrchen 50 ml Falcon by Corning, Corning, USA 

 Verwendete Kits 

Typ Hersteller 

Chemiluminescent FemtoMax™ super sensitive 

HRP substrate 

Rockland Immunochemicals, Limerick, USA 

LDH-Cytotoxicity Colorimetric Assay Kit II Biovision, Milpitas, USA 

Mouse IL-1-beta /IL-1F2 DuoSet ELISA R&D Systems, Minneapolis, USA 

Mouse IL-6 DuoSet ELISA R&D Systems, Minneapolis, USA 

QuantiFluor® RNA System Promega, Madison, USA 
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 Chemikalien 

Komponente CAS-Nummer 

C₂H₆OS (2-Mercaptoethanol) 60-24-2 

C₃H₈O₃ (Glycerin) 56-81-5 

C₄H₁₀O₂S₂ (Dithiothreitol) (DTT) 7634-42-6 

H₂SO₄ (Schwefelsäure) 7664-93-9 

KCl (Kaliumchlorid) 7447-40-7 

KH₂PO₄ (Kaliumdihydrogenphosphat) 7778-77-0 

CH₄O (Methanol) 67-56-1 

NaCl (Natriumchlorid) 7647-14-5 

Na₂HPO₄ (Dinatriumhydrogenphosphat) 7558-79-4 

C₁₂H₂₅NaO₄S (Natriumdodecylsulfat) (SDS) 151-21-3 

Octoxinol 9 (Triton™ X-100) 9002-93-1 

C₃₆H₅₆O₈ (Phorbol-12-myristat-13-acetat) (PMA) 16561-29-8 

Polysorbat 20 (Tween® 20) 9005-64-5 
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