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1. Einleitung

1.1. Medizinische Bedeutung R-hamolysierender
A-Streptokokken

R-hamolysierende Streptokokken der Gruppe A gehdren zu den grampositiven,
aeroben Bakterien. Bedeutendster humanpathogener Vertreter der Gruppe ist
Streptococcus  pyogenes. Er ist Verursacher haufiger, zum Tell
lebensbedrohlicher Erkrankungen wie Haut- und Weichteilinfektionen
(Impetigo, Phlegmone, nekrotisierende Fasziitis), Krankheiten der oberen
Atemwege (Otitis, Sinusitis, Angina tonsillaris) und des zentralen
Nervensystems (Meningitis) bis hin zur generalisierten Infektion (Sepsis) und
toxischen Reaktionen wie dem Toxic-Schock-Syndrom. Als
streptokokkenspezifische Erkrankungen sind insbesondere der Scharlach und
das Erysipel sowie die Streptokokken-Folgeerkrankungen rheumatisches
Fieber und postinfektiose Glomerulonephritis zu nennen. Der Erregernachweis
erfolgt mikroskopisch oder kulturell bzw. Uber Bestimmung des Anti-
Streptolysin-Titers im Blut (Herold 2006). Obwohl Streptokokkeninfektionen im
allgemeinen antibiotisch mit Penicillin G und V, Erythromycin oder
Cephalosporinen der ersten Generation gut therapierbar sind, kommt es
gerade bei invasiven Infektionen und Bakteriamien haufig zu letalen
Ausgangen. Die Mortalitatsraten liegen dabei Uber 20 % (Weiss und Laverdiere
1997).

1.2. Pathogenese

Die Ubertragung der ubiquitédr vorkommenden Keime erfolgt durch Schmier-
oder Trépfcheninfektion. Uber Haut und Schleimh&ute dringen die Bakterien in
den Wirtsorganismus ein und fuhren zunachst zu einer lokalen Infektion. Bei
schlechter Abwehrlage des Immunsystems kann es zu einer massiven
Ausbreitung im Gewebe oder zur hamatogenen Streuung mit Sepsis und Befall
peripherer Organe kommen.

Die Gruppe A der R-hamolysierenden Streptokokken verfligt Gber mehrere
Pathogenitatsfaktoren, die das Eindringen und das Uberleben im
Wirtsorganismus ermdglichen. Einige dieser Faktoren finden sich in der

Bakterienwand, wie z.B. das antiphagozytar wirkende M-Protein oder die
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adharenzférdernden Lipoteichonsauren. Verschiedene sezernierte Enzyme
(Streptokinase, Hyaluronidase, DNAse) erleichtern die Ausbreitung im Gewebe
(Kayser 1998).

Zu den wichtigsten streptokokkenspezifischen Pathogenitatsmechanismen
zahlen jedoch die Hamolysine Streptolysin O und S. Deren potente
hamolytische Aktivitat war bereits von Marmorek (1902) entdeckt worden und
hatte dieser Toxingruppe ihren Namen gegeben. Bernheimer (1954) wies die
letal-toxische Wirkung von Streptolysin O an verschiedenen Versuchstieren
(Mausen, Ratten, Meerschweinchen, Kaninchen und Katzen) nach, die nach
intravendser Applikation des Toxins innerhalb von Sekunden bis Minuten
verstarben (Alouf 1999).

Streptolysin O (SLO) qilt als Prototyp der Gruppe der cholesterolabhangigen
Toxine (CDTX = cholesterol dependent toxins). Es ist mit 571 Aminosauren das
Grolte dieser Toxine, zu deren Familie 21 weitere Vertreter gehdren, unter
anderem Listeriolysin O, Perfringolysin O und Pneumolysin. Ein
Charakteristikum dieser Toxine ist die essentielle Bindung an Cholesterol in der
Membran der Zielzelle (Ohno-lwashita et al. 1992). Desweiteren ist fur die
grol’e Mehrheit dieser Toxine ihre Sauerstofflabilitat typisch. Durch Oxidation
an der Luft entstehen Disulfidbricken zwischen den Cysteinresten zweier
Toxinmolekule. Die entstehenden Toxindimere sind inaktiv, lassen sich zum
Teil aber durch reduzierende Agenzien wie Thiole reaktivieren (Todd und
Herbert 1941). Da der Wildtyp von Streptolysin O besonders sauerstofflabil ist
und bereits kurze Zeit nach seiner Freisetzung inaktiviert, wurde in der
vorliegenden  Arbeit mit einer cysteinfreien  Mutante  gearbeitet
(SLO.Cys-530 — Ala-530). Ihre Iytische Aktivitat entspricht der des
Wildtyptoxins (Pinkney et al. 1989).

Als Strukturmodell fur die Gruppe der CDTX dient Perfringolysin O (Abb. 1). Es
ist der einzige Vertreter dieser Gruppe, dessen kristallographische
Strukturanalyse bisher gelungen ist (Rossjohn et al. 1997). Demnach besitzt

das Toxin eine elongierte Struktur und setzt sich aus 4 Domanen zusammen.
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Abbildung 1: Strukturmodell von Perfringolysin O. Die verschiedenen Domanen sind mit D1 bis
D4 gekennzeichnet. Der Pfeil weist auf das sich in der Domane 4 befindende Undecapeptid hin
(verandert nach Hotze et al. 2001).

Domane 4 ist fur die initiale Bindung der einzelnen Toxinmolekule an die
Membran zustandig. Ist das Monomer membrangebunden, kommt es zu einer
Konformationsanderung im Protein, wobei das tryptophanreiche Undecapeptid
der Domane 4 eine zentrale Rolle einnimmt. Diese unter fast allen CDTX
homologe Sequenz aus 11 Aminosaureresten beinhaltet bei nahezu allen
Vertretern das im gesamten Molekul einzige Cystein, welches auch fur die
Sauerstofflabilitat verantwortlich gemacht wird. Nach erfolgter
Konformationsanderung kommt es zur Oligomerisierung der einzelnen,
membrangebundenen Molekille. Domane 1 und 3 scheinen an diesem Prozel}
beteiligt zu sein. Schliel3lich flhrt die Insertion von Domane 3 zur Bildung einer
transmembranaren Pore (Palmer 2001). Elektronenmikroskopisch wurden nach
Inkubation mit Streptolysin O bogen- und ringférmige Strukturen in

Erythrozytenmembranen und Liposomen beobachtet (Sekiya et al. 1996).
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1.3. Aufgabenstellung

In unserer Arbeitsgruppe sind bereits die CDTX Listeriolysin O (Repp et al.
2002, Butler 2005) und Pneumolysin (Schramm 2004) bezlglich ihrer
porenbildenden  Wirkung elektrophysiologisch  charakterisiert ~ worden.
Entsprechende Untersuchungen lagen fur SLO bisher nicht vor.

Im Vordergrund meiner Arbeit standen zunachst Experimente zur Porenbildung
durch SLO an HEK293-Zellen mit Hilfe der Patch-Clamp Technik. Dabei sollten
SLO-induzierte Poren naher charakterisiert und Porenstromamplituden,
Porenéffnungen und -schlliisse sowie die Permeabilitdt der Poren untersucht
werden. Um die Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf andere Zelllinien
beurteilen zu kdnnen, wurde die Porenbildung an Endothelzellen, Nierenzellen
und Fibroblastenzellen miteinander verglichen. Die lytischen Eigenschaften von
SLO wurden an Erythrozyten verschiedener Spezies untersucht.

Von klinischer Bedeutung und damit von groRem Interesse war die Frage, ob
die porenbildende Aktivitdt von SLO durch aulere Faktoren beeinflussbar ist.
Dafur wurden zum einen verschiedenen Substanzen auf ihre Wirkung getestet,
die Porenbildung durch SLO zu hemmen oder SLO-induzierte Porenstrome zu
blockieren. Zum anderen wurde der Einfluss pathophysiologisch relevanter
Parameter wie Temperatur und pH-Wert auf die Toxinaktivitat untersucht.

Der letzte Abschnitt der Arbeit beschaftigt sich mit moglichen Langzeiteffekten
von SLO auf die Zellen. Calciummessungen sollten Aufschluss Uber den
Verlauf der intrazellularen Calciumionenkonzentration nach Toxingabe bringen.
Abschlie®Bend wurde untersucht, inwieweit die Veranderungen des
Calciumhaushaltes schadigend auf die Zellen wirken, d.h., ob SLO zu einer
Induktion des programmierten Zelltodes flihren kann.



2. Material und Methoden 7

2. Material und Methoden
2.1. Zellkultur

Es wurde mit folgenden Zelllinien gearbeitet:

HEK293-Zellen. Die Abkurzung steht fur Human Embryonic Kidney-Zellen.
Diese Zellen eignen sich sehr gut fir elektrophysiologische Experimente, da sie
nur eine geringe endogene lonenkanalaktivitat aufweisen. Die Zellen wurden in
einem Medium (,HEK293-Zell-Medium®) kultiviert, das zu gleichen Teilen aus
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) und HAM's F12-Medium
bestand. Weiterhin enthielt die Lésung 10 % (v/v) fetales Kalberserum (FKS),
2 mM L-Glutamin und Antibiotika (64,8 mg/l Penicillin-G, 100 mgl/l
Streptomycin).

HEKhsK4-Zellen sind HEK293-Zellen, denen das Gen fur einen
calciumabhangigen, spannungsunabhangigen Kaliumkanal (hskK4 = human

small conductance ,Kalium“ channel Nr. 4) gekoppelt mit einem Gen fur

Geneticinresistenz stabil transfiziert worden war. Sie wurden zur Beurteilung
der Calciumpermeabilitdit von SLO-Poren eingesetzt, da sie schon auf
geringfugige Anstiege der intrazellularen Calciumkonzentration mit einer
Aktivierung der hsK4-Kanale reagieren. HEKhsK4-Zellen wurden in HEK293-
Zell-Medium (s.0.) kultiviert, dem zusatzlich 400 pg/ml Geneticin zugesetzt
worden war. Dadurch wurden die Zellen eliminiert, die das transfizierte Gen
durch Mutation verloren hatten.

PPAE-Zellen (Porcine Pulmonary Artery Endothelial cells) wurden eingesetzt,
um die Wirkung des Toxins auf das Gewebe zu zeigen, welches bei einer
systemischen Infektion als naturliche Barriere zwischen Blutbahn und Organen
liegt. Die Kultivierung erfolgte in Earle’s Medium, dem 10 % (v/v) FKS sowie
Antibiotika (64,8 mg/l Penicillin-G, 100 mg/l Streptomycin) zugesetzt worden
waren.

NIH-3T3-Zellen wurden urspringlich im National Institute of Health, Bethesda,
USA durch Dritteln der Kultur alle drei Tage (3T3) kloniert. Es handelt sich um
Mausefibroblastenzellen, die als weiterer Zelltyp bezuglich ihrer SLO-
Sensitivitat untersucht werden sollten. Als Medium wurde DMEM eingesetzt,
dem 5 % (v/v) neonatales Kalberserum (NKS), 2 mM L-Glutamin sowie
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Antibiotika (64,8 mg/l Penicillin-G, 100 mg/l Streptomycin) zugesetzt worden
waren.

IHKE-Zellen (Immortalized Human Kidney Epithelial Cells) wurden vor allem in
den Apoptoseexperimenten eingesetzt. Sie wurden in HEK293-Zell-Medium
(s.0.) kultiviert.

Alle Zelllinien wurden bei 37° C und 95 % Luftfeuchtigkeit mit einem CO,-
Partialdruck von 6 % inkubiert (CO.-Inkubator 6220, Fa Heraeus, Hanau) und
alle 3-4 Tage auf 94 mm Petrischalen (Greiner GmbH, Nurtingen) passagiert.
Zum Passagieren wurden die Zellen zunachst mit 5 ml PBS (phosphate
buffered saline [in mM]: 120 NaCl, 3,4 KCI, 10,1 NaH,PO,, 2,2 K;HPO,) gespult
und anschlielRend einige Minuten mit 5 ml trypsinhaltiger (0,05 % w/v) PBS-
Lésung behandelt, bis die Zellen sich abzurunden und vom Schalenboden zu
I6sen begannen. Die PBS-Losung wurde dann entfernt und die Zellen
anschliefend mit 10 ml frischem Medium vom Schalenboden abgespult und
vereinzelt. Etwa 500-800 ul dieser Zellsuspension, je nach Zelldichte, wurden in
neue Petrischalen mit 10 ml frischem Medium pipettiert.

2.2. Elektrophysiologische Messungen
2.2.1. Vorbereitung

Die Zellen wurden zur Messung in einer Verdunnung von 1:10 (etwa 200 pl
Zellsuspension (s.0.) auf 2 ml Medium) in 35 mm Petrischalen ausgesat und
nach 24-48 h elektrophysiologisch untersucht. Nachdem das Zellkulturmedium
abgegossen worden war, mussten die PPAE-Zellen zunachst etwa 10 min mit
0,05 % (w/v) trypsinhaltiger PBS-Losung behandelt werden, um eine
Abrundung der flachen Endothelzellen zu erreichen. Die oval-rundlichen
HEK293-, IHKE- und NIH-3T3-Zellen bendtigten diese Vorbehandlung nicht.
Anschlie®end wurden die Zellen mehrmals mit Extrazellularlésung gespult und
nach einer kurzen Ruhephase von ca. 10 min in 2 ml der Extrazellularlosung
(Badlosung) gemessen. Zur Messung wurden einzeln liegende, abgerundete
Zellen ohne sichtbare Kontakte zu Nachbarzellen gewahit.

Die fir die Patch-Clamp Experimente bendétigten Patchpipetten wurden am
Mefldtag mit Hilfe des Flaming-Brown Pullers P-97 (Sutter Instrument CO., USA)
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aus Glaskapillaren hergestellt und anschlie3end feuerpoliert (CPZ 101 Pipette
Forge, Luigs & Neumann GmbH, Ratingen).

2.2.2. Die Patch- Clamp Messung

Die Zellen wurden in den 35 mm Petrischalen im Strahlengang eines
Invertmikroskops (Leica DM-IRB, Leica-GmbH, Wetzlar) mit temperatur-
regulierbarer Mel3kammer (Temperatur Control System, Luigs und Neumann
GmbH, Ratingen) untersucht. Der Melistand war gegen elektrische
Storeinwirkungen von auf’en mit einem Faradayschen Kafig abgeschirmt. Die
gemessenen Strome wurden Uber chlorierte Silberelektroden abgeleitet, wobei
sich eine Elektrode in der Extrazellularldsung befand, die andere in der mit
10 ul Intrazellularlésung gefiiliten Patchpipette. Uber einen externen
Vorverstarker wurden die Strome in Spannungssignale umgewandelt. Der
Hauptverstarker EPC-8 (HEKA Elektronik GmbH, Lambrecht) registrierte die
Signale und leitete sie Uber einen Analog-Digital-Wandler an einen PC weiter.
Die Digitalisierungsfrequenzen betrugen pulsprotokollabhangig 100 bzw.
3330 Hz, die Filterfrequenzen lagen bei 33 bzw. 1110 Hz. Die Darstellung am
Computer erfolgte mit Hilfe des Programms Pulse + Pulse Fit v 8.50 (HEKA
Elektronik  GmbH, Lambrecht). Eine genaue Beschreibung des
Versuchsaufbaus findet sich in der Arbeit von Dr. A. Koschinski (2001).

Zu Beginn der Messung wurde die Patchpipette mit Hilfe eines
Mikromanipulators an die Zelle herangefuhrt. In der Badlésung
(Extrazellularlésung) wurde ein elektrischer Widerstand von 5-10 MQ Uber der
Pipette gemessen. Uber ein mit der Pipette verbundenes Schlauchsystem
wurde noch vor Eintauchen in die Extrazellularldsung ein leichter Uberdruck
erzeugt, um das Eindringen von Extrazellularlésung in die Pipette sowie das
Anhaften kleiner Partikel an deren Spitze zu verhindern. Wenn die
Pipettenspitze so dicht an der Zellmembran war, dass diese eingedellt wurde,
wurde der Uberdruck ausgeglichen. Die Membran lagerte sich daraufhin eng an
die Pipettenéffnung, so dass sich der Pipettenwiderstand auf etwa 10 GQ
erhdhte (sogenannter ,Gigaseal“). Bei einem angelegten leichten Unterdruck
wurde dann far 100 ps ein Spannungsimpuls von -950 mV gegeben, um die
Membran zu durchbrechen und die Whole-Cell-Konfiguration zu erreichen. Der

Widerstand betrug nun etwa 2 GQ.
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Soweit nicht anders angegeben, wurden die Experimente bei einer
Badtemperatur von 21° C und einem Membranhaltepotential von —50 mV
durchgefuhrt. Die  angegebenen  Substanzen  wurden mit einer
Kolbenhubpipette (Fa. Eppendorf, Hamburg) in der Nahe der gemessenen

Zelle direkt in die Badlosung appliziert.

2.2.3. Liquid- Junction- Potentiale

Durch  Verwendung unterschiedlicher lonen in den Intra- und
Extrazellularidsungen kommt es zur Ausbildung eines Donnan-Potentials, des
sogenannten Liquid-Junction-Potentials (Hille 2001). Dieses Potential betragt
abhangig von den verwendeten Ldsungskombinationen bis zu 10 mV. Die
gemessenen Membranpotentiale wurden daher a posteriori entsprechend

korrigiert.

2.3. Calcium-Fluoreszenzmessungen

Als Fluoreszenzfarbstoff flr Calcium wurde FURA-2 AM eingesetzt, welches als
lipophiles Agenz in die Zellen gelangt, durch intrazellulare Esterasen zum
aktiven FURA-2 gespalten wird und danach nicht mehr hinausdiffundieren
kann. Die Zellen wurden in 35 mm Petrischalen mit Glasboden gemessen. Vor
der Messung wurden sie 20 min bei Raumtemperatur mit 5 yM FURA-2 AM in
Extrazellulariosung (1 ml) inkubiert. AnschlieRend wurde extrazellular
verbliebenes FURA-2 AM ausgewaschen und die Petrischalen mit 3 ml
Extrazellulariésung gefullt. FURA-2 wurde im Intervall von 5 s jeweils fur 1 s bei
340 und 380 nm Wellenlange angeregt und die emittierte Fluoreszenz bei
512 nm Wellenlange gemessen (425 nm-Low-pass-Filter). Bei Erhdhung der
Calciumkonzentration kommt es bei 340 nm Wellenlange zu einer Zunahme
der Fluoreszenzintensitat, bei 380 nm zu einer Abnahme. Bestimmt man den
Quotienten der gemessenen Fluoreszenzintensitaten beider Wellenlangen, so
werden Storfaktoren wie das Ausbleichen des Farbstoffs (Fading),
unterschiedliche Farbstoffkonzentration und der Einfluss der durchstrahlten
Schicht (Zelldicke) minimiert. Dadurch ist eine Veranderung des Quotienten
(Ratio 340/380) ausschlieRlich auf eine Veranderung der Calciumkonzentration

zuruckzufuhren. Ausgewertet wurden die Ergebnisse mit den Programmen
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Meta Fluor (Universal Imaging Cooperation, Downingtown, USA) und Prism
(Graph Pad Software Inc., San Diego, USA).

2.4. Hamolyseassay

Die Hamolyseassays wurden mit 10 % Erythrozytensuspensionen (w/v) aus
defibriniertem Schafsblut, Kaninchenerythrozytenkonzentrat bzw. humanem
Vollblut durchgeflihrt. Die Suspensionen wurden unmittelbar vor der Messung
hergestellt. Das Blut oder Erythrozytenkonzentrat wurde mehrmals mit
Extrazellulariésung (E1) gewaschen. Dafur wurde es mit 1 ml E; gemischt und
jeweils 3 min bei 3000 rpm (Biofuge 15, Rotor 3042, Fa. Heraeus, Hanau)
zentrifugiert bis der Uberstand klar war. Der Uberstand wurde vollstandig
abpipettiert und das verbleibende Erythrozytenpellet 1:10 (w/v) mit
Extrazellularlésung (E1) verdunnt.

Die Substanzen wurden dann in 1,5 ml Eppendorf Cups gemischt. Zu 170 ul
Extrazellularlosung wurden 20 ul der hergestellten Erythrozytensuspension und
10 pl SLO-Lésung entsprechender Konzentration hinzugefligt. Bei einigen
Experimenten (vgl. Abschnitt 3.3.1., 3.3.2.) wurden aulRerdem 10 pl einer
porenblockierenden bzw. einer die Porenbildung hemmende Substanz
zugegeben. Die Reagenzien wurden 30 min bei 37° C und 800 rpm geschuttelt
(Thermomixer 5436, Fa Eppendorf). AnschlielRend wurde der Inhalt jedes Cups
1:1 mit Extrazellulariésung (E+) verdinnt und die Erythrozyten abzentrifugiert
(s.0.). Je 100 pl der Ubersténde wurde in die Vials einer 96-Well-Mikrotiterplatte
(Greiner Labortechnik, Essen) pipettiert und die Extinktion mit einem
Photospectrometer (Spectra Max 340, Molecular Devices, Sunnyvale CA
94089, USA) bei einer Wellenlange von 405 nm bestimmt. Als Kontrolle wurden
jeweils der Nullwert (180 pl Extrazellularlésung, 20 ul Erythrozytensuspension),
der von allen Mellwerten abgezogen wurde, und der Maximalwert der
Hamolyse (180 ul Aqua bidest, 20 pl Erythrozytensuspension) bestimmt. Bei
Messungen mit Farbstoffen wurden entsprechend angefertigte Leerwerte von
den Ergebnissen abgezogen.

Ausgewertet wurden die Ergebnisse mit den Programmen Microsoft Excel 2000
(Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA) und Prism (Graph Pad
Software Inc., San Diego, USA).
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2.5. Apoptoseassay

Aktivierte Caspasen sind wichtige Schlisselkomponenten der
Apoptoseinitiation und koénnen daher als Apoptoseindikatoren betrachtet
werden (Lincz 1998). Sie lassen sich mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Rhodamin-110 anfarben, welcher nach der Abspaltung seiner Seitenketten
durch aktivierte Caspasen (Caspase-3, Caspase-7) grun zu fluoreszieren
beginnt.

Die untersuchten Zellen wurden einen Tag vor der Messung in 35 mm
Petrischalen ausgesat. Um eine maoglichst gleich hohe Zelldichte in allen
Schalen zu erreichen, wurde zunachst eine verdinnte Zellsuspension
hergestellt, von der jeweils 2 ml in die Petrischalen pipettiert wurde. Nach 24 h
wurden die Zellen mehrfach mit Extrazellulariésung (E1) gespult und
anschlieffend fur 6 h mit unterschiedlichen SLO-Konzentrationen in 1 ml E;
unter Zellkulturbedingungen inkubiert. Vor Beginn der Messung wurden die
Zellen weitere 30 min mit 25 yM Rhodamin-110 inkubiert. Nachdem die Zellen
mehrfach mit E4 gespult worden waren, wurde die Rhodamin-Fluoreszenz der
Zellen gemessen. Dazu wurde das intrazellular vorhandene Rhodamin-110 bei
einer Wellenlange von 470 nm angeregt und die Fluoreszenzintensitat bei 525
nm bestimmt. Die Badlosung bestand aus 3 ml Extrazellularlésung (E+).

Die Bildbearbeitung und Darstellung erfolgte mit den Programmen Meta Fluor
(Universal Imaging Cooperation, Downingtown, USA) und Micrografx Picture

Publisher 8 (Micrografx Inc., Richardson, Texas, USA).

2.6. Substanzliste

Alle verwendeten Substanzen wurden bei —20° C, Toxinstocklésungen bei
-80° C gelagert.

2.6.1. lonenlosungen

Die flr die Messungen verwendeten Extra- und Intrazellularidésungen sind in
den Tabellen 1 und 2 aufgefuhrt. Die Osmolaritaten der Losungen wurden mit
dem Kryoosmometer (Osmomat 030, Gonotec GmbH, Berlin) kontrolliert und
betrugen gewohnlich 305-320 mosmol/kg, wobei die Intrazellularlosungen

etwas hoher osmolar waren als die Extrazellularldsungen. Wenn die Differenz
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der Osmolaritaten von Intra- und Extrazellulariosungen mehr als 20 mosmol/kg
betrug, wurde die Osmolaritdt der Extrazellularlésung durch Zugabe von

Sorbitol an die der Intrazellularlosung angepasst.

Tabelle 1: Extrazellularldsungen (in mM)

NaCl KCI ‘MgClz CaCl, BaCl, Glucose HEPES PIPES

(= 140 3 2 2 - 15 10 -
E1 Barium 140 3 2 - 2 15 10 -
E saver 140 3 2 2 - 15 - 10
E1basisen 140 3 2 2 - 15 10 -

Die Extrazellulariésungen wurden mit 1 N NaOH auf ihren jeweiligen pH-Wert eingestellt.
Dadurch erhéhte sich die Natriumkonzentration um 2-4 mM. Als Puffersysteme wurden HEPES
(fur die Lésungen mit den pH-Werten 7,55 und 7,35) und PIPES (fiir die Losungen mit den pH-
Werten 6,15; 6,55 und 6,95) verwendet.

E. = Extrazellularlésung, pH 7,35
E1 Barium = calciumfreie Extrazellularildésung mit 2 mM Bariumchlorid, pH 7,35
E 1 saver Extrazellularldsungen mit den pH-Werten 6,15; 6,55; 6,95

E1basiscn = Extrazellularlésung mit einem pH-Wert von 7,55

Tabelle 2: Intrazellulariésungen (in mM)

KGlu NaCl MgClh, CaCl, BAPTA HEPES BaCl,

IBL100n 140 20 2 29,7 uM 0,1 10 -
IBLo 140 20 2 - 0,1 10 -
[110B 140 15 2 - 10 10 -

Die Intrazellulariésungen wurden mit 1 N KOH auf einen pH-Wert von 7,3 eingestellt. Dadurch
erhohte sich die Kaliumkonzentration um etwa 4 mM. Als pH-Puffer wurde HEPES, als
Calciumpuffer BAPTA eingesetzt.

IBL1ioon = Intrazellularldsung mit BAPTA, niedrig (low) gepuffert, 100 nM freies Calcium
IBLo = nominell calciumfreie Intrazellularlésung
[110B = calciumfreie Intrazellulariésung, mit 10 mM BAPTA stark gepuffert

2.6.2. Streptolysin O

Die beiden Wildtypformen von SLO (hochmolare Form: Molmasse 68000 g/mol;
niedermolare Form: Molmasse 57000 g/mol) besitzen im Undecapeptid der
Doméane 4 einen Cysteinrest, welcher mit den Cysteinresten anderer SLO-
Molekule Disulfidbricken ausbilden kann. Die entstehenden Dimere sind nicht

aktiv. und muissen Uber Reduktionsmittel wie DTT (Dithiothreitol) oder
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Acetylcystein zunachst gespalten d.h. aktiviert werden. In den Versuchen wurde
daher eine cysteinfreie Mutante von Streptolysin O (SLO.Cys-530— Ala-530)
eingesetzt, die uns freundlicherweise von Dr. Ivan Walev (AG Prof. Dr. Bhakdi,
Institut fur Med. Mikrobiologie und Hygiene, Universitat Mainz) zur Verfugung
gestellt worden war. Die Herstellung dieser Toxinmutante wurde ausfuhrlich von
Weller et al. (1996) beschrieben. Sie besitzt die gleiche hamolytische Aktivitat
wie der SLO-Wildtyp. Das uns zur Verfugung gestellte Toxin (100 g
lyophilisiertes Streptolysin O) wurde in 100 pl Extrazellulariésung (E1) gelost
und in Stocklésungen zu je 10 ul (Konzentration 1 mg/ml) bei -80° C gelagert.
Bei Bedarf wurden die Stocklésungen mit Extrazellularlosung (E1 bzw. fir alle
calciumfreien Experimente E1 gaium), die 0,5 % FAF-BSA (fatty acid free bovine
serum albumine) enthielt, auf die gewunschten Konzentrationen verdinnt. Die

Aliquots (Toxinkonzentrationen unter 10 pyg/ml) wurden bei -20° C gelagert.

2.6.3. Zur Porenblockade eingesetzte Substanzen

Lanthan: Bei Lanthan handelt es sich um ein Metall der seltenen Erden. Es ist
ein  polykationisches Element der Lanthanoide (3. Hauptgruppe).
Lanthancarbonat (Fosrenol®) wird klinisch als Phosphatbinder Dbei
Dialysepatienten eingesetzt. Es ist bekannt, dass Lanthan Ca*-Kanale und
mechanisch aktivierte, unselektive lonenkanéle blockiert (Ubersicht Palasz und
Czekaj 2000). Das verwendete Lanthanchlorid (Molmasse 371,4 g/mol; Sigma-
Aldrich, Steinheim) wurde in einer Konzentration von 20 mM in
Extrazellularlésung (E+) gelost und auf unterschiedliche Einsatzkonzentrationen
verdunnt.

Eosin Y st ein rot-gelber Mikroskopiefarbstoff, der zur Anfarbung
verschiedener  Zellorganellen benutzt  wird. Eosin Y  blockiert
plasmamembranstandige Calcium-ATPasen (Gatto et al. 1993). Die Molmasse
betragt 692,0 g/mol (Sigma-Aldrich, Steinheim). Dieses Natriumsalz des
Tetrabromfluoreszin wurde in Extrazellulariésung (Eq) mit 0,5 % FAF-BSA

gelost.
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Ruthenium Rot ist ein Farbstoff, der den mitochondrialen Calcium-Uniporter
blockiert (Moore 1971). Das eingesetzte Rutheniumchlorid-Hexahydrat besitzt
eine Molmasse von 207,4 g/mol (Sigma-Aldrich, Steinheim) und wurde in
Extrazellulariésung (E1) mit 0,5 % FAF-BSA geldst.

Protamin ist ein Polykation mit einer Molmasse von etwa 4500 g/mol (Sigma-
Aldrich, Steinheim). Extrahiert wurde die Substanz zuerst aus Fischsperma.
Klinisch wird Protamin zum einen als Antidot bei Uberdosierungen mit
unfraktioniertem Heparin eingesetzt, zum anderen ist es Bestandteil von NPH-
Verzdgerungsinsulin -~ (Neutral-Protamin-Hagedorn-Insulin). Es wurde in
Extrazellularidsung (E1) mit 0,5 % FAF-BSA gelost.

2.6.4. Kaliumkanalblocker
Charybdotoxin (ChTx, Molmasse 4296,0 g/mol) und Iberiotoxin (IbTx,

Molmasse 4230,9 g/mol) sind Bestandteile von verschiedenen Skorpiongiften.
Beide sind spezifische Blocker calciumabhangiger Kaliumkanale grof3er und
kleiner Leitfahigkeit, z.B. des hsK4 -Kanals (Reinhardt et al. 1989; Garcia et al.
1998; Repp et al. 1998). Die Toxine (je 50 ug, Latoxan, Dieticon, Schweiz),
wurden jeweils in Extrazellularlésung (E+) mit 0,5 % FAF-BSA gel6st, aliquotiert
und bei -20° C gelagert. Die eingesetzte Badkonzentration betrug jeweils
300 nM.

2.6.5. Weitere Substanzen
HEPES 4-(2-hydroxy-ethyl)-1-piperazinethan-sulfonsaure) wurde eingesetzt als

Puffer zur Einstellung des pH-Wertes bei Extra- und Intrazellularlésungen.
HEPES besitzt einen pH-Bereich von 6,8- 8,2 (pK 7,5), (M: 238,3 g/mol; Carl
Roth GmbH + Co., Karlsruhe).

PIPES piperazin-N,N"-bis (2-ethan-sulfonsaure) wurde ebenfalls als Puffer fur
Extrazellularidsungen eingesetzt. Der pH-Bereich reicht von 6,1- 7,5 (pK 6,8),
(M: 302,4 g/mol; Sigma-Aldrich, Steinheim).

BAPTA 1,2-bis (2-amino-phenoxy) ethan-N,N,N",N -tetra-acetylsaure wurde als
Calciumpuffer fur Intrazellularldsungen eingesetzt (M: 476,4 g/mol; Sigma-
Aldrich, Steinheim).
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EDTA (Ethylen Diamin Tetraacetic Acid) ist ein Chelator fir mono-, di-, und
trivalente Kationen mit einer Molmasse von 372,3 g/mol (Carl Roth GmbH+Co.,
Karlsruhe). Geldst wurde EDTA in Extrazellulariésung (E). Die verwendete

Badkonzentration betrug 100 uM.
FURA-2 AM (M: 1001,0 g/mol; Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) ist

ein Fluoreszenzfarbstoff fur Calcium, der als Ester in die Zelle aufgenommen
und zum aktiven FURA-2 metabolisiert wird, fur welches die Zellmembran
impermeabel ist. FURA-2 AM wurde in einer Stammkonzentration von 5 mM in
DMSO (Sigma-Aldrich, Steinheim) geldst. Die verwendete Badkonzentration
betrug 5 yM. Um die Aufnahme in die Zellen zu erleichtern, wurde die
FURA-2 AM- L6sung im Verhaltnis 1:1 mit Pluronic (Molecular Probes, Eugene,
Oregon, USA), einem Surfactant-Copolymer aus Ethylen- und Propylenoxid,
versetzt.

Rhodamin-110 (Rhodamine-110- bis- L-aspartic acid amide), M: 788,6 g/mol,
(Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) wurde als Caspase-Indikator im
Rahmen der Apoptoseexperimente eingesetzt. In Anwesenheit aktivierter
Caspasen kommt es durch Abspaltung von Aspartatseitenketten zu einer
grunen Fluoreszenz der Molekule. Rhodamin-110 wurde in Extrazellulariosung

(E1) gelost und in einer Badkonzentration von 25 yM eingesetzt.

2.7. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Amplitudenverteilung der Porenstrome
(Abschnitt 3.1.3.) fuhrte Prof. Dr. Brockmeier (Rudolf-Buchheim-Institut far
Pharmakologie der Justus-Liebig-Universitat Gie3en) durch. Die statistische
Auswertung und Darstellung aller anderen Ergebnisse erfolgte computer-
gestutzt mit Hilfe der Programme Microsoft Excel 2000 (Microsoft Corporation,
Redmond, Washington, USA) und Prism 3.0. (Graph Pad Software Inc., San
Diego, USA). Angegeben sind jeweils die Mittelwerte + SEM (Standard Error of
the Mean). Die Signifikanz der Daten wurde mit Hilfe des ungepaarten t-Tests
(95 % Konfidenzintervall) ermittelt bzw. in Abschnitt 3.1.5. mit Hilfe des Chi-

Quadrat Tests (Irrtumswahrscheinlichkeit 5 %) Uberpruft.
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3. Ergebnisse
3.1. Elektrophysiologische Charakterisierung der Porenbildung
durch Streptolysin O (SLO)

3.1.1. Porenbildung durch SLO bei HEK293-Zellen

Zur Untersuchung der Wirkung von SLO wurde die Zellinie HEK293
herangezogen. Es handelt sich hierbei um humane embryonale Nierenzellen,
die sich sehr gut fir Patch-Clamp Experimente eignen. Sie weisen nur eine
sehr geringe endogene lonenkanalaktivitat auf, die die Messergebnisse kaum
beeinflul3t. Abbildung 2 zeigt eine typische Strom-Spannungskurve einer
HEK293-Zelle.

250—[pA]

200+

150+

100+

20 40 60 80
-50- [mV]

-100+

-150-

Abbildung 2: Strom-Spannungskurve einer HEK293-Zelle. Fir jeweils 400 ms wurde in 20 mV
Schritten eine Spannung von —130 bis +70 mV angelegt und der resultierende Membranstrom
im Zeitraum 280-380 ms gemessen. Zwischen den Messungen wurde fiir jeweils 100 ms auf
das Haltepotential (-50 mV) zurlickgeschaltet. Als Extrazellulariésung wurde E;, als
Intrazellularldsung I1BL1oon verwendet.

Ab einer angelegten Spannung positiver als —30 mV kommt es zur Aktivierung
eines spannungsabhangigen Kaliumstroms. Bei Potentialen ab +30 mV erfolgt
eine Inaktivierung der Kaliumkanale, woraus eine Amplitudenabnahme des
Membranstroms resultiert.

Weiterhin ist beschrieben, dass HEK293-Zellen einen spannungsabhangigen
Calciumkanal besitzen, der ab einem Membranpotential positiver als —-40 mV

aktiviert (Berjukow et al. 1996), allerdings wahrend unserer Messungen nicht

prominent auftrat.
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Um eine Aktivierung dieser endogenen, spannungsabhangigen lonenkanale zu
verhindern, wurden alle Messungen (soweit nicht anders angegeben) bei einem
Membranhaltepotential von —50 mV durchgeflhrt. Bei diesem Potential zeigen
HEK293-Zellen einen Membranstrom von —20 + 4 pA (n=27). Aus den Strom-
Spannungskurven liel3 sich ein Ruhemembranpotential von -38 + 15 mV

(n=13) bestimmen.
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Abbildung 3: Originalregistrierung des Membranstroms einer HEK293-Zelle nach Applikation
von 10 ng/ml SLO (Pfeil). Man sieht nach etwa 400 s die erste Porendffnung und
Porenschlielung. 200 s spater sind weitere Porendffnungen und -schliefungen zu beobachten.
Es fallen zwei Porenschluf3kinetiken auf, eine langsame (Inset a) und eine schnelle (Inset b). Die
Messung wurde bei einem Membranpotential von -50 mV durchgefiihrt. Als Extrazellularidsung
wurde E;, als Intrazellularidsung IBL1gon €ingesetzt.

In Abbildung 3 ist die Membranstromregistrierung einer HEK293-Zelle nach der
Applikation von SLO (10 ng/ml) in die Badlésung dargestellt. Nach einer
Latenzzeit von ca. 400 s kam es zu einer schlagartigen Zunahme (< 10 ms) des
Membranstroms um fast 300 pA. Es handelt sich hierbei um einen
Nettoeinwartsstrom von lonen durch die gebildete SLO-Pore bei einem
Membranhaltepotential von -50 mV. Diese Stromamplitude nahm einige
Sekunden spater wieder den Wert des Ruhemembranstroms an. Im Verlauf der
Messung bildeten sich weitere Poren. Ein Teil der Poren schlof® nach einiger
Zeit wieder, wahrend andere geo6ffnet blieben. In 12 ausgewerteten
Experimenten (10 ng/ml SLO) bildeten sich im Mittel 62 Poren/h, wovon sich 52
Poren/h wieder verschlossen (83 %). In Bezug auf die Abnahme der
Porenstromamplituden konnte man zwei unterschiedliche Kinetiken erkennen

(Abbildung 3, Insets (a) und (b)). Eine schnelle Amplitudenabnahme fand sich
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in 56 % (29 schnelle Schlusse/h), eine langsame in 44 % (23 langsame

Schlusse/h). Beide VerschluRkinetiken kamen demnach etwa gleichhaufig vor.

1200+ [pA]

800+

Abbildung 4: Strom-Spannungskurven von drei verschiedenen HEK293-Zellen nach Beginn der
Porenbildung durch SLO (10 ng/ml). Fir jeweils 400 ms wurde in 20 mV Schritten eine
Spannung von —120 bis +80 mV angelegt und der resultierende Strom im Zeitraum 280- 380 ms
gemessen. Zwischen den Messungen wurde flr jeweils 100 ms auf das Haltepotential (-40 mV)
zurlckgeschaltet. Die Einzelwerte jeder Zelle sind durch Regressionsgraden verbunden.

Wahrend der Porenstromregistrierung wurden Strom-Spannungskurven
aufgezeichnet (Abb. 4). Das Umkehrpotential der gemessenen Porenstrome

(n=10) betrug im Mittel 3 + 7 mV, d.h. fur die SLO-Poren besteht zumindest flr

monovalente lonen wie Natrium und Kalium eine nicht-selektive Permeabilitat.

3.1.2. Konzentrationsabhangigkeit der Porenbildung

Zur Untersuchung der Konzentrations-Wirkungsbeziehungen von SLO wurden
elektrophysiologische Messungen an HEK293-Zellen mit verschiedenen
Toxinkonzentrationen durchgefuhrt. Abbildung 5 zeigt exemplarisch den Verlauf
der Membranstrome bei funf verschiedenen Zellen. Mit einer SLO-
Konzentration von 1 ng/ml kam es bei 11 Experimenten nur in einem einzigen
Fall zu einer Porenbildung. Bei allen anderen Zellen konnte Uber 30 min
Meldauer kein Porenstrom registriert werden. Nach der Applikation von
3 ng/ml SLO zeigten bereits 50 % der Zellen eine Porenbildung (n=10).



3. Ergebnisse 20

+1 ng/m| SLO
0.0 9 e

024
044
061
~08

Membranstrom [nA]

-1,0

T T 1 1
0 500 1000 1500 Zeit [s] 2000
+3 ng/ml SLO

0,04

1
-0,2 -

_0,4 -

-0,6 -

-0,8 1

Membranstrom [nA]

-1,0 -

T T T . 1
0 500 1000 1500 Zeit [s] 2000
+10 ng/ml SLO

0,0 5 +
-0,2

_0,4 -5

-0,6 -

-0,8 1

Membranstrom [nA]

-1,0

(') 5('10 10'00 15'00 Zeit [s] 20'00
+30 ng/ml SLO
0,0 -
-0,2 -
~0.4 4
-06

-0,8 -

Membranstrom [nA]

-1,0 - I
T T T T N 1
0 500 1000 1500 Zeit [s] 2000

+100 ng/ml SLO

Membranstrom [nA]

T T T . 1
500 1000 1500  Zeit [s] 2000

o

Abbildung 5: Membranstréme von HEK293-Zellen nach Applikation von SLO in den jeweils
angegebenen Konzentrationen (Pfeil). Als Extrazellularlésung wurde E;, als Intrazellularlésung
IBL1oon €ingesetzt. Die Badtemperatur betrug 21° C, das Membranpotential -50 mV.
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Ab Konzentrationen von 10 ng/ml SLO (n=10) kam es in 100 % der
Experimente zur Bildung von Poren, wobei die Latenzzeit von der
Toxinapplikation bis zum Auftreten der ersten Pore mit steigender
Konzentration immer klUrzer und die Zahl der offenen Poren immer grofler
wurde. Die Applikation von 30 (n=5) bzw. 100 (n=5) ng/ml SLO fiuhrte in allen
Fallen zu einer sehr raschen Zunahme des Membranstroms Uber den
gewahlten MeRbereich von 1 nA hinaus, d.h. die Rate der Porenéffnungen war
bei diesen hohen Toxinkonzentrationen sehr viel hoher als die der
PorenschlieRungen.

Mikroskopisch wiesen die Zellen bei SLO-Konzentrationen Uber 30 ng/ml
zahlreiche Cytoplasmaaustllpungen, sogenannte ,Blebs®, sowie veranderte
Kernstrukturen auf (Abb. 6).

Abbildung 6: Phasenkontrastmikroskopische Aufnahme von HEK293-Zellen vor Toxin-
applikation (oben) und 20 min nach Applikation von 40 ng/ml SLO (unten). Die Pfeile weisen auf
die entstandenen Blebs hin. Aufnahme in Extrazellularlésung (E:) bei einer Badtemperatur
von 21° C.
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Die Abbildung 7 zeigt eine Konzentrations-Wirkungskurve von SLO. Als
Parameter fur die Wirksamkeit des Toxins wurde die Latenzzeit von der
Toxinapplikation bis zur Bildung der ersten Pore bestimmt. Die maximale
Melizeit lag bei 1800 s nach Applikation des Toxins. Fur die
Toxinkonzentrationen 1 und 3 ng/ml SLO wurden Naherungswerte fur die
Latenzzeiten angegeben, da bei diesen geringen Konzentrationen bei einigen
Zellen auch bis zum Ende des Mefzeitraumes keine Porenbildung registriert
werden konnte (siehe Legende Abb. 7).

1800+ § ______ \%

1500+ X
1200+ \

900+

Latenzzeit [s]

600+

300+

1 10 100

SLO Konzentration [ng/ml]

Abbildung 7: Konzentrations-Wirkungskurve von SLO. Abszisse: Toxinkonzentration; Ordinate:
Zeit von der SLO-Applikation bis zur Offnung der ersten Pore (Latenzzeit). Der MeRzeitraum lag
zwischen 0 und 1800 s nach Toxinapplikation. Fur die Zellen, die innerhalb des Mefzeitraumes
keine Porenbildung zeigten (10 von 11 Zellen bei 1 ng/ml und 5 von 10 Zellen bei 3 ng/ml),
wurde ein Naherungswert von 1800 s (maximale MefRzeit) als Latenzzeit angenommen. Die
Kurve wurde mit Hilfe der Hill-Gleichung

L = Lmax' ( [I—max - I—min] / [1 + (ECSO / C)n] )

nach dem Least-Squares-Fit-Verfahren an die Daten angepalt. Dabei ist L die Latenzzeit in
Sekunden, die maximale Latenzzeit Lnax = 1800 s, die minimale Latenzzeit Lnin = 145 s, die
halbmaximale effektive Konzentration ECsy = 5,7 ng/ml SLO, c¢ die eingesetzte SLO-
Konzentration und n = 3,6 der Hill-Koeffizient.

Die Reduzierung der SLO-Konzentration von 10 auf 3 ng/ml fihrte bereits dazu,
dass nur noch 50 % der gemessenen Zellen eine Porenbildung im
Melzeitraum von 1800 s zeigten. Dies laldt auf eine sehr steile Konzentrations-
Wirkungsbeziehung von SLO schlielen. Die Kurve stellt jedoch nur eine

Annaherung an die realen Konzentrations-Wirkungsbeziehungen dar, da die
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Latenzzeiten im Bereich der niedrigen Toxinkonzentrationen die porenbildende
Wirkung von SLO nur unzureichend wiedergeben. Dadurch kénnen der Hill-
Koeffizient von 3,6 + 0,6 und der ECs-Wert von 5,7 + 1,1 ng/ml SLO nur als
obere Schatzwerte angesehen werden. Ein ECs-Wert < 5,7 ng/ml SLO liegt auf
jeden Fall im picomolaren Bereich und spricht fur eine sehr hohe Potenz von
SLO. Der hohe Hill-Koeffizient von etwa 3,6 lal3t hingegen darauf schliel3en,
dass mindestens vier SLO-Molekule notwendig sind, um eine SLO-Pore zu
bilden. Die Konzentrations-Wirkungskurve zeigt auch, dass eine gewisse
minimale Latenzzeit von 145 + 3 s (100 ng/ml SLO) bedingt durch die Diffusion,
die Bindung des Toxins an die Zellmembran und die Bildung von Poren auch
bei hohen Toxinkonzentrationen nicht unterschritten werden konnte.

3.1.3. Elementare Porenstrome

Zur Messung der Porenstromamplituden wurde jeweils die Differenz des
Membranstroms vor und nach einer Porenéffnung ausgemessen. Abbildung 8a
zeigt die Amplitudenverteilung von 275 Porenstromen, die bei der Verwendung
verschiedener Toxinkonzentrationen (3, 10, 30, 100 ng/ml SLO) bis zu einem
Gesamtmembranstrom von -1 nA registriet wurden. Das Amplituden-

histogramm zeigt die absoluten Haufigkeiten der auftretenden Porenstrome.
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Abbildung 8a: Amplitudenhistogramm der Porenstréme (n=275) bei SLO-Konzentrationen von
3, 10, 30 und 100 ng/ml. Abszisse: Porenstrome in pA; rechte Ordinate: absolute Haufigkeit [n]
der Porenstréome (Histogramm). Die Schrittbreite des Stroms betrug 12 pA. Uber die
kumulativen Haufigkeiten der Daten (nicht dargestellt) wurden mehrere Dichtefunktionen [%/pA]
gelegt (linke Ordinate), die mit Hilfe der Rosin-Rammler-Sperling-Weibull-Funktionen berechnet
wurden (Graph). Das Membranpotential betrug -40 mV.
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Zunachst fallt auf dem Bild die grof3e Streuung der Werte auf. Die
Porenstromamplituden verteilen sich zwischen 15 und Uber 500 pA mit
mehreren deutlichen Maxima.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Rosin-Rammler-
Sperling-Weibull-Funktion (Weibull 1951, Brockmeier 1991). Es wurden
kumulative Haufigkeiten der Porenstromamplituden berechnet, Uber die
mehrere Dichtefunktionen gelegt wurden. Diese zeigen funf verschiedene
Maxima, wobei das erste Maximum bei 37 + 14 pA liegt, die weiteren bei
92 + 13 pA, 183 + 46 pA, 260 + 14 pA und 345 + 59 pA. Porenstromamplituden
um 183 pA traten besonders haufig auf.

) 2
7/

0z 1

| -E
< T
3 t | =
~ C
S ol
= Ja4
9 a1} )
c —
S | 1 =
) =,

LN 1,

I I I I A I | I
a 10 20 3a 100 200 300

Porenstromamplitude [pA]

Abbildung 8b: Amplitudenhistogramm der Porenstréme (n=14) bei 3 ng/ml SLO. Abszisse:
Porenstrome in pA; rechte Ordinate: absolute Haufigkeit [n] der Porenstrome (Histogramm). Die
Schrittbreite des Stroms betrug 5 pA. Uber die kumulativen Haufigkeiten der Daten (nicht
dargestellt) wurden mehrere Dichtefunktionen [%/pA] gelegt (linke Ordinate), die mit Hilfe der
Rosin-Rammler-Sperling-Weibull-Funktionen berechnet wurden (Graph). Die Porenstrom-
amplituden zwischen 0 und 30 pA wurden vergréRert dargestellt, eine Porenstromamplitude bei
40 pA ist nicht dargestellt. Das Membranpotential betrug -40 mV.

Die separate Auswertung der Daten bei 3 ng/ml SLO (Abb. 8b) weist auf ein
weiteres Maximum bei 17 + 2 pA, welches bei Darstellung aller
Toxinkonzentrationen (Abb. 8a) statistisch nicht von dem Maximum bei
37 + 14 pA zu trennen war. Dieses kleinste beobachtete Maximum von 17 pA
kann als elementarer Porenstrom durch eine SLO-Grundpore betrachtet
werden. Bei einem Membranpotential von -40 mV lafdt sich fur die Grundpore

eine Leitfahigkeit von 425 pS errechnen. Die Maxima bei héheren SLO-

Konzentrationen entsprechen in etwa ganzzahligen Vielfachen des ersten,
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kleinsten Maximums und kommen vermutlich durch synchrone Offnungen
mehrerer Grundporen zustande. Am haufigsten scheinen im Mittel 10 bis 12
SLO-Grundporen gleichzeitig zu 6ffnen, wodurch sich das bei etwa 180 pA
gelegene Maximum ergibt. Die Wahrscheinlichkeit des separaten Offnens

einzelner Grundporen wird mit steigender Toxinkonzentration immer geringer.

3.1.4. Permeabilitat der SLO-Poren fur Calcium

Calcium Ubernimmt als intrazellularer Messenger eine Vielzahl von Aufgaben.
Uber Calciumoszillationen werden sowohl Fertilisation und Zellproliferation als
auch Apoptose gesteuert (Berridge et al. 1998). Durch porenbedingte Anderung
der intrazellularen Calciumionenkonzentration koénnten also dramatische
Veranderungen bis hin zum programmierten Zelltod hervorgerufen werden. Es
war deshalb von zentraler Bedeutung, ob SLO-Poren fur Calciumionen
permeabel sind.

Die elektrophysiologischen Calciumexperimente wurden mit HEKhsK4-Zellen
durchgefuhrt. HEKhsK4-Zellen sind HEK293-Zellen, die mit einem Gen fir den
calciumabhangigen, spannungsunabhangigen Kaliumkanal kleiner Leitfahigkeit
(hsK4) stabil transfiziert worden sind. Sie eignen sich sehr gut fir
Calciummessungen, da sie schon auf leichte Erhohung des intrazellularen
Calciumspiegels (ab 10 nM) mit einer Aktivierung d.h. mit einem elektro-
physiologisch messbaren Kaliumstrom reagieren. Um bei den Patch-Clamp
Experimenten eine initiale Aktivierung der Zellen durch in der Intrazellularlosung
vorhandenes Calcium zu verhindern, wurde die Intrazellulariésung IBL,
(Calciumkonzentration nominell null) verwendet. Als Extrazellulariésung wurde
E1 (Calciumkonzentration 2 mM) eingesetzt.

Die Abbildung 9 zeigt die Registrierung des Membranstroms einer HEKhsK4-
Zelle nach Applikation von 10 ng/ml SLO. Etwa 14 min spater kam es zur
Bildung der ersten Pore. Als Reaktion darauf zeigte sich ein sofortiger Kalium-
auswartsstrom, der schnell eine maximale Stromamplitude von etwa 1 nA
erreichte (Abb. 9, erster Inset), um dann langsam Uber mehrere Minuten wieder
abzunehmen. Auch die zweite Porenbildung fihrte zur Aktivierung eines
Kaliumstroms (Abb. 9, zweiter Inset). Gegen Ende der Messung bildeten sich

dann so viele Poren, dass es zu einem Nettomembraneinwartsstrom kam.
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Abbildung 9: Membranstromregistrierung einer HEKhsK4-Zelle nach Applikation von 10 ng/ml
SLO (Pfeil) in physiologischer, calciumhaltiger Extrazellularlosung (E,). Als Intrazellularlésung
wurde IBL, verwendet. Die Porenbildung fuhrte unmittelbar zur Aktivierung von Kaliumstromen
(in den Insets vergrofiert dargestellt). Das Membranpotential betrug -50 mV. Die kurzfristigen
Unterbrechungen der Stromspur entstanden durch zu diesen Zeitpunkten gemessene Strom-
Spannungskurven.

Der aktivierte Kaliumstrom lie3 sich durch 300 nM Charybdotoxin bzw.
Iberiotoxin vollstandig blockieren (Ergebnisse nicht dargestellt). Die spezifische
Blockade der hsK4-Kanale durch diese Skorpiontoxine ist in unserer
Arbeitsgruppe bereits ausfuhrlich untersucht worden (Repp et al. 1998;
Koschinski 2001; Birringer 2004).

Die vorliegenden Ergebnisse legen den Schlul3 nahe, dass es durch die
Bildung von SLO-Poren unmittelbar zu einer Erhdhung der intrazellularen
Calciumionenkonzentration kommt, die die hsK4-Kanale aktiviert. Die
Experimente lassen daher eine Permeabilitat der SLO-Poren fir Calciumionen
vermuten. Um zu zeigen, dass tatsachlich durch die Poren einstromendes,
extrazellulares Calcium fur die Aktivierung der Kaliumkanale verantwortlich ist,
wurden Versuche mit einer calciumfreien Extrazellularlésung (Eigarium), Welche
2 mM Barium anstelle von Calcium enthielt, durchgefuhrt. Als Intrazellular-
l6sung wurde wieder die Intrazellulariésung IBL, (Calciumkonzentration
nominell null) verwendet. Ein reprasentatives Experiment zeigt die Abbildung
10. Es kam im Anschluf® an die Porenbildung in keinem der Experimente (n=6)

zu einer Aktivierung eines Kaliumstroms.
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Abbildung 10: Membranstrom einer HEKhsK4-Zelle nach Applikation von 10 ng/ml SLO (Pfeil)
in calciumfreien Losungen. Als Extrazellulariosung wurde Ei gaium €ingesetzt, als Intrazellular-
I6sung IBLo. Auf die Porenbildung erfolgte keine Aktivierung der hsK4-Kanale. Das Membran-
potential betrug -50 mV.

Es bleibt allerdings unklar, ob der Anstieg der Calciumkonzentration
ausschliel3lich durch von extrazellular einstromende Calciumionen verursacht

wird, oder ob durch diese auch zusatzlich die Freisetzung von Calcium aus

intrazellularen Speichern getriggert wird.

3.1.5. Calciumabhangigkeit der Porenkinetik

Um den Einflul des intra- und extrazellularen Calciums auf die Porenkinetik
(schnelle / langsame Porenschlisse) zu untersuchen, wurden Experimente
mit calciumfreier Extra- und Intrazellularlésung durchgefiihrt (E1 garium, 1110B). Als
Kontrolle wurden die Daten der Experimente aus den Abschnitten 3.1.1. und
3.1.2., die mit physiologischen Calciumlésungen durchgeflhrt worden waren
(E1, IBL1oon), verwendet. Tabelle 3 vergleicht die Daten der beiden
Versuchsreihen. Die Anzahl der Porenbildungen und der Porenschllsse
insgesamt, wie auch der schnellen und langsamen Porenschllisse wurden auf
Homogenitat bzw. Symmetrie flr die beiden Versuchansatze untersucht. Die
statistische Prufung erfolgte mit dem Chi-Quadrat Test bei einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 %.
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Latenzzeit bis zur 1. Pore

Porendéffnungen /

Tabelle 3: Calciumabhangigkeit der Porenkinetik

+Caz+

355 + 79 s (n=12)

62,3 Offnungen/h

-Ca?

361 + 51 s (n=9)

125,3 Offnungen/h *

Zeiteinheit (86/1,38 h) (104/0,83 h)
Porenschlisse / 51,5 Schlisse/h 30,1 Schlisse/h *
Zeiteinheit (71/1,38 h) (25/0,83 h)
. 29,0 schnelle 3,6 schnelle
SChn;gﬁeSirfgle?tsse/ Schlisse/h Schlisse/h *
(40/1,38 h) (3/0,83 h)

, 22,5 langsame 26,5 langsame
'angsggt‘z iﬁﬁg'i‘;sse / Schliisse/h Schliisse/h
(31/1,38 h) (22/0,83 h)

+ Ca 2* = Kontrollexperimente mit der Extrazellularldsung E; (2 mM Calcium) und der
Intrazellulariésung IBL1gon (100 NnM Calcium)
- Ca 2* = Calciumfreie Experimente mit der Extrazellularlésung E1 gaium (2 MM Barium) und der
Intrazellularlésung 1,10B (nominell calciumfrei, mit 10 mM BAPTA stark gepuffert)
Untersucht wurde die Porenkinetik an HEK293-Zellen bei einer Toxinkonzentration von jeweils
10 ng/ml SLO. In die Auswertung mit einbezogen wurden alle Porenbildungen und
-schlieBungen bis zum Ende der Messung bzw. bis zu einem Gesamtmembranstrom von -1 nA.
Die gesamte ausgewertete Messzeit (jeweils ab Bildung der ersten Pore) betrug 1,38 h (+ Ca 2*,
n= 12 Zellen) bzw. 0,83 h (- Ca ?*, n= 9 Zellen). Die Signifikanz wurde mit Hilfe des Chi-Quadrat
Tests (Irrtumswahrscheinlichkeit 5 %) Uberpruft. *signifikant (p < 0,05) gegeniliber der Kontrolle
(+ Ca?).
Die Experimente mit physiologischen Calciumlosungen an HEK293-Zellen
(+ Ca?) hatten bei einer SLO-Konzentration von 10 ng/ml eine Latenzzeit von
355 + 79 s ergeben. In calciumfreien Losungen (- Ca?*) war diese Latenzzeit
nur unwesentlich verandert (361 + 51 s). Die Zahl der durchschnittlichen
Porendffnungen pro h stieg dagegen signifikant (p < 0,05) an und war unter
calciumfreien Bedingungen etwa doppelt so hoch (125 Porendffnungen/h) wie
unter physiologischen Calciumverhaltnissen (62 Porenoffnungen/h). Calcium
scheint folglich fur die Bindung, Insertion und Porenbildung durch SLO nicht
bendtigt zu werden, die Abwesenheit von Calcium erhdhte sogar die Offnungs-
wahrscheinlichkeit der Poren.
Aulerdem fiel auf, dass sich von den gebildeten Poren unter calciumfreien
Verhaltnissen (- Ca?") signifikant weniger verschlossen als unter
Normalbedingungen (+ Ca?'). Wahrend in den Kontrollexperimenten 52

Porenschlisse/h zu beobachten waren, so waren es unter calciumfreien
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Verhaltnissen nur 30 Porenschlusse/h. Zudem war die Porenschluf3kinetik
deutlich verandert. Wahrend schnelle und langsame Porenschlisse unter
physiologischen Calciumbedingungen etwa gleichhaufig auftraten (29 schnelle
und 23 langsame Porenschlusse/h), war die Zahl der schnellen Porenschlisse
ohne Calcium signifikant um das Achtfache reduziert (4 schnelle
Porenschlisse/h). Die Zahl der langsamen Porenschlisse blieb unter
calciumfreien Bedingungen im wesentlichen unverandert (27 langsame
Porenschlusse/h). Offensichtlich ist Calcium also fur die Porenschlisse mit
langsamer Kinetik nicht erforderlich, wahrend fur die schnellen Porenschlisse

eine sehr starke Calciumabhangigkeit besteht.

3.2. Sensitivitat unterschiedlicher Zelltypen auf SLO

3.2.1. Porenbildende Wirkung an verschiedenen Zelltypen

Bei der Ausbreitung von Infektionen im Koérper spielt das GefalRendothel als
Barriere eine zentrale Rolle. Gelingt die Zerstérung der Endothelzellen, so kann
sich eine Infektion ungehindert ausbreiten. Nach der Uberwindung lokaler
Gewebegrenzen kénnen dann unterschiedlichste Gewebezellen betroffen sein.
Besonders den Fibroblasten kommt in zahlreichen Organen eine Bedeutung als
Bindegewebe- und Stltzzellen zu.

Aus diesem Grund wurde die porenbildende Wirkung von SLO sowohl auf
Schweineendothelzellen (PPAE), als auch auf Mausefibroblastenzellen (NIH-
3T3) untersucht. SchlieRBlich wurden als weitere Zelllinie auch humane
Nierenepithelzellen (IHKE) elektrophysiologisch gemessen. Die Abbildung 12
vergleicht die Ergebnisse der Messungen an PPAE-, NIH-3T3- und IHKE-
Zellen mit den bereits durchgefuhrten Messungen an HEK293-Zellen
(vgl. Abschnitt 3.1.2.).
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Abbildung 12: Vergleich der Wirkung von SLO auf verschiedene Zelltypen (IHKE, HEK293,
NIH-3T3, PPAE). Als SLO-Aktivitatsparameter wurde die Latenzzeit von der Toxinapplikation bis
zur Bildung der ersten Pore gewahlt. Die eingesetzte SLO-Konzentration betrug jeweils
10 ng/ml, das Membranpotential -50 mV. *signifikante Latenzzeitunterschiede (p < 0,05)

Die mittleren Latenzzeiten der PPAE-Zellen (703 + 167 s) und der NIH-3T3-
Zellen (656 + 122 s) waren jeweils um den Faktor 2 bis 3 langer als die der
HEK293-Zellen (355 + 79 s) und der IHKE-Zellen (239 + 85 s). SLO wirkte also
potenter auf die beiden Nierenzelltypen (IHKE, HEK293) als auf Endothel-
(PPAE) bzw. Fibroblastenzellen (NIH-3T3). Folglich ware ein organspezifischer
Sensitivitatsunterschied auf SLO denkbar. Andererseits kdnnten die Ergebnisse
auch auf einen speziesspezifischen Unterschied hinweisen, da es sich bei
IHKE- und HEK293-Zellen um humane Zelllinien handelt, wahrend die anderen
beiden Zelllinien (NIH-3T3, PPAE) tierischer Abstammung sind.

3.2.2. Lytische Wirkung an Erythrozyten verschiedener Spezies
Zur weiteren Abklarung der Sensitivitatsunterschiede sollte nun der gleiche
Zelltyp bei verschiedenen Spezies untersucht werden. Dazu eignet sich der
Hamolyseassay, bei dem die durch SLO induzierte Lyse verschiedener
Erythrozyten miteinander verglichen wurde.

In dem Experiment wurde mit 10 % Suspensionen (w/v) von Schafs-
erythrozyten, Kaninchenerythrozyten und humanem Erythrozyten gearbeitet,

die mit unterschiedlichen Konzentrationen von SLO versetzt und je 30 min bei
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37° C inkubiert wurden. Das bei der Lyse freigesetzte Hamoglobin wurde nach
Abzentrifugation der intakten Erythrozyten photometrisch bestimmt. Abbildung
13 zeigt die entsprechenden Konzentrations-Wirkungskurven der Hamolyse
durch SLO.
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Abbildung 13: Konzentrations-Wirkungskurven der Hamolyse von Schafs-, Kaninchen- und
menschlichen Erythrozyten durch SLO. Ordinate: Hdmolyse durch SLO in Prozent der Hamolyse
durch Aqua bidest; Abszisse: SLO-Konzentrationen. Die drei Kurven wurden mit Hilfe der Hill-
Gleichung

H = Hma / [1 + (ECso / C)"]

nach dem Least-Squares-Fit-Verfahren an die drei Datensatze angepalt. Dabei war H die
Hamolyse durch SLO in Prozent der Lyse durch Aqua bidest, H max die maximale Hamolyse,
ECso die halbmaximale effektive Konzentration, ¢ die eingesetzten SLO-Konzentrationen und n
der Hill-Koeffizient.

Die Anpassung der Hill-Gleichung an die drei Datensatze mit Hilfe des Least-
Squares-Fit-Verfahrens ergab eine halbmaximale effektive Konzentration
(ECso) von 43,7 + 1,0 ng/ml SLO bei einem Hill-Koeffizienten von 4,1 + 0,1 fur
die Schafserythrozyten. Fur die humanen Erythrozyten wurde ein geringerer
ECso-Wert von 28,2 + 1,0 ng/ml SLO und ein Hill-Koeffizient von 3,6 + 0,3
errechnet. Die Potenz von SLO auf die Kaninchenerythrozyten war mit einem
ECso-Wert von 10,4 + 1,2 ng/ml SLO und einem Hill-Koeffizienten von 3,5 + 0,5
am grofdten. Da sich die 95 % Konfidenzintervalle der drei Kurven jeweils nicht

uberschnitten, waren diese Sensitivitdtsunterschiede signifikant.
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Von den untersuchten roten Blutkdrperchen waren demnach die
Kaninchenerythrozyten um den Faktor 4 sensitiver auf SLO als die
Schafserythrozyten. Die humanen Erythrozyten nahmen eine Mittelstellung ein.
In der Tat scheinen also speziesspezifische Unterschiede im Aufbau der
Zellmembranen einen EinfluR auf die Potenz von SLO zu haben. Auch
interindividuelle Unterschiede - z.B. durch Blutgruppenantigene - sind nicht
auszuschlielen, da jeweils nur Blutproben eines Individuums untersucht
wurden.

Die errechneten Hill-Koeffizienten lagen alle zwischen 3,5 und 4,1
(Mittelwert 3,7) und stimmen damit sehr gut mit dem geschatzten Hill-
Koeffizienten von 3,6 aus den Patch-Clamp Experimenten (vgl. Abschnitt
3.1.2.) uberein. Sie belegen nochmals, dass mindestens vier SLO-Molekule zur

Ausbildung einer SLO-Pore bendtigt werden.

3.3. Pharmakologische Beeinflussung der SLO-Aktivitat

Ziel der Untersuchungen war es, Substanzen zu finden, die die SLO-induzierte
Porenbildung hemmen oder die Porenstrome blockieren und die klinisch im
Rahmen einer systemischen Infektion eingesetzt werden konnten, um
Zellschaden durch SLO zu verhindern. Dabei wurden Substanzen ausgewahlt,
die in unserer Arbeitsgruppe bereits erfolgreich zur Blockade verschiedener

Toxinporen eingesetzt worden waren.

3.3.1. Lanthan

Lanthan ist ein Metall der seltenen Erden aus der 3. Hauptgruppe der
Elemente. Es ist bekannt, dass Lanthan verschiedene lonenkanale blockiert
(Ubersicht Palasz und Czekaj 2002). In der vorliegenden Arbeit wurde in
Extrazellulariésung (E+) geldstes Lanthanchlorid (LaCl;) verwendet. Zunachst
wurde der EinfluB von Lanthan auf die Porenstrdme an HEK293-Zellen

getestet. Die Abbildung 14 zeigt eine reprasentative Messung.
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Abbildung 14: Blockade des SLO-induzierten Porenstroms in einer HEK293-Zelle durch
Lanthan. Erster Pfeil: Applikation von 10 ng/ml SLO; zweiter Pfeil: Zugabe von 100 uyM
Lanthanchlorid. Das Membranpotential betrug -50 mV. Als Extrazellulariésung wurde E;, als
Intrazellularldsung IBL1oon eingesetzt. Um den porenblockierenden Effekt besser darzustellen,
wurde die Zeitachse in den ersten 350 s gespreizt.

SLO wurde in einer Konzentration von 10 ng/ml in die Badldsung appliziert.
Nach Bildung der ersten Poren erfolgte die Zugabe von 100 uM Lanthanchlorid,
was zur unmittelbaren Abnahme des Porenstroms auf den unspezifischen
Membranstrom, der zu Beginn der Messung ermittelt wurde, flihrte. Im Verlauf
der 30-minutigen Messung wurden keine weiteren Porenstrome registriert. In
insgesamt 10 Experimenten konnte der SLO-induzierte Porenstrom durch
100 uM Lanthan vollstandig blockiert werden.

Wahlte man eine hoéhere Toxinkonzentration (30 ng/ml SLO), so kam es auch

hier zu einer Blockade des Porenstroms durch 100 uM Lanthan (Abb. 15).
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Abbildung 15: Blockade des SLO-Porenstroms durch Lanthan in einer HEK293-Zelle. SLO
wurde in einer Konzentration von 30 ng/ml eingesetzt, die Lanthankonzentration betrug 100 pM.
Es ist ein Ausschnitt von 500 s der 30-minltigen Messung dargestellt. Das Membranpotential
betrug -50 mV. Als Extrazellularlésung wurde E;, als Intrazellulariésung IBL1gon eingesetzt.
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Bei dieser hohen SLO-Konzentration war die Porenbildung durch SLO so stark,
dass im weiteren Verlauf der Versuche (n=4) immer wieder einzelne
Porendffnungen zu registrieren waren. Diese Poren wurden jedoch sofort durch
Lanthan blockiert, d.h. die Offenzeiten der Poren (< 1 s) waren sehr viel kirzer
als ohne Lanthan. Folglich fand kein wesentlicher Ladungsfluf3 durch die Poren
statt.

Mikroskopisch waren keine Blebs sichtbar, die bei 30 ng/ml SLO in HEK293-
Zellen ohne Lanthanzugabe ublicherweise beobachtet werden (vgl. Abschnitt
3.1.2.). Somit zeigte sich auch mikroskopisch ein protektiver Effekt von

Lanthan.
+10 ng/ml SLO +100 uM EDTA
< 00- l s l
.E. y
g "0.2-
S o4
[72]
E -0,6 - 1
o]
g -0,8 1 +100 pM Lanthan
= -1,0-

I 1 1 1
0 500 1000 1500  Zeit[s] 2000

Abbildung 16: Aufhebung der Lanthan-induzierten Porenblockade durch EDTA in einer
HEK293-Zelle. Die Blockade des SLO-Porenstroms durch 100 uM Lanthanchlorid konnte durch
100 uM EDTA unmittelbar wieder aufgehoben werden. Das Membranpotential betrug -50 mV.
Als Extrazellularlésung wurde E;, als Intrazellularliésung IBL1gon eingesetzt.

Die Blockade der Porenstrome durch Lanthan ist ein reversibler Prozel.
Kationenchelatoren wie EDTA binden Lanthanionen mit sehr hoher Affinitat,
wodurch sich die Lanthan-induzierte Porenblockade wieder aufheben Iaft
(n=5). Die Abbildung 16 zeigt ein reprasentatives Experiment. In
Kontrollversuchen mit 100 uM EDTA waren keine Eigeneffekte auf die
Membranstrome der Zellen zu beobachten.

Um zu untersuchen, ob die Porenblockade durch Lanthan auch vor der Zelllyse
schutzt, wurden Hamolyseassays mit unterschiedlichen  Lanthan-
konzentrationen durchgefuhrt. SLO wurde in einer Konzentration von 100 ng/ml
eingesetzt, die eine 100 % Hamolyse herbeifuhrt (vgl. Abschnitt 3.2.2.,
Abb. 13). Lanthan wurde vor der Toxinzugabe in 11 verschiedenen

Konzentrationen zu den Schafserythrozytensuspensionen appliziert. Die
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konzentrationsabhangige Hemmung der SLO-induzierten Hamolyse durch
Lanthan zeigt die Abbildung 18.
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Abbildung 18: Hemmung der SLO-induzierten Hamolyse von Schafserythrozyten in
Abhangigkeit von der Lanthankonzentration. Ordinate: Hamolysehemmung in Prozent; Abszisse:
Lanthankonzentration. Die Kurve wurde mit Hilfe der Hill-Gleichung nach dem Least-Squares-
Fit-Verfahren an die Datenpunkte angepal3t:

| = lmax / [1 + (ECso / €)]

| steht fir die Inhibition der Hamolyse in Prozent der Lyse durch 100 ng/ml SLO, | ma flr die
maximale Hamolyseinhibition (96 %), 1Cs fUr die halbmaximale inhibitorische Konzentration
(12,9 yM Lanthan), c fir die eingesetzte Lanthan-Konzentration und n fur den Hill-Koeffizienten
(6,5).

Es zeigte sich eine sehr steile Konzentrations-Inhibitionskurve. Mit Hilfe der Hill-
Gleichung errechnete sich aus den Daten eine halbmaximale inhibitorische
Konzentration (ICso) von 12,9 + 1,0 uM Lanthan und ein Hill-Koeffizient von
6,5 + 0,5. Selbst in hohen Konzentrationen (1 mM) war kein lytischer Effekt
durch Lanthan allein zu beobachten. Der protektive Effekt von 100 uM Lanthan
wurde in Anwesenheit von EDTA (5 mM) vollstandig aufgehoben (Daten nicht
gezeigt).

Die porenblockierende Wirkung von 100 pM Lanthan konnte in Patch-Clamp
Experimenten auch an der Zelllinie PPAE, sowie bei einer Badtemperatur von
37° C und bei erniedrigtem pH-Wert (pH 6,55) nachgewiesen werden (Daten
nicht gezeigt). Lanthan ist demzufolge ein effektiver Porenblocker, der in den
durchgefuhrten  Experimenten selbst keinen zellschadigenden oder
hamolytischen Effekt hatte.



3. Ergebnisse 36

3.3.2. Eosin Y

Eosin Y ist ein rotgelber Farbstoff, der in der Mikroskopie fur Gewebefarbungen
verwendet wird. Eosin Y ist aullerdem in der Lage, plasmamembranstandige
Calcium-ATPasen zu blockieren (Gatto et al. 1993). Der Farbstoff wurde in
Extrazellulariésung (E1) mit 0,5 % FAF-BSA geldst.

Auch Eosin Y wurde auf eine mdgliche Blockade SLO-induzierter Porenstrome
an HEK293-Zellen getestet. Zunachst wurde es wie Lanthan nach Bildung der
ersten SLO-Poren appliziert. Auf diese Weise konnte mit Eosinkonzentrationen
bis zu 1 mM jedoch kein porenblockierender Effekt beobachtet werden (n=5).
Dann wurden die Zellen fir 10 min mit Eosin Y vorinkubiert, bevor SLO in einer
Konzentration von 10 ng/ml appliziert wurde. Ab einer Eosin Y-Konzentration
von 1 mM konnten keine Porenstrome mehr registriert werden (n=6), d.h. die
Porenbildung wurde vollstandig gehemmt. In Abbildung 19 ist eine solche

Messung dargestellt.
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Abbildung 19: Hemmung der porenbildenden Wirkung von SLO durch Vorinkubation einer
HEK293-Zelle mit Eosin Y. Erster Pfeil: Applikation von 1 mM Eosin Y; zweiter Pfeil: Applikation
von 10 ng/ml SLO. Als Extrazellularidsung wurde E;, als Intrazellulariésung IBL1oon eingesetzt.
Das Membranpotential betrug -50 mV.

Analog dem Hamolyseassay mit Lanthan (vgl. Abschnitt 3.3.1.) wurden
Hamolyseassays an Schafserythrozyten mit verschiedenen Eosin Y-
Konzentrationen durchgefuhrt. Abbildung 20 zeigt die Konzentrations-

Inhibitionsbeziehungen.
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Abbildung 20: Hemmung der SLO-induzierten Hamolyse von Schafserythrozyten in

Abhangigkeit von der Eosin Y-Konzentration. Ordinate: Hamolysehemmung in Prozent;
Abszisse: Eosinkonzentration. Um eine Verfalschung der Extinktion durch den rotgelben
Farbstoff zu verhindern, wurden die Werte der jeweils parallel gemessenen toxinfreien
Eosinkontrollen subtrahiert. Die Kurve wurde mit Hilfe der Hill-Gleichung nach dem Least-
Squares-Fit-Verfahren an die Datenpunkte angepal’t (vgl. 3.3.1.). Dabei betrug der | ma-Wert
100 %, der ICso-Wert 176,4 uM Eosin Y und der Hill-Koeffizient 4,4.

Auch hier zeigte sich eine steil verlaufende Konzentrations-Inhibitionskurve mit
einem Hill-Koeffizienten von 4,4 + 0,5. Die halbmaximale inhibitorische
Konzentration (ICs) betrug 176,4 + 1,0 uM Eosin Y. In den eingesetzten
Konzentrationen konnte kein lytischer Effekt durch Eosin Y selbst beobachtet
werden.

Die Hemmung der SLO-induzierten Porenbildung durch 1 mM Eosin Y konnte
elektrophysiologisch auch an PPAE-Zellen und im sauren Milieu (pH 6,55)
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Eosin Y ist demnach in der Lage,
sowohl die SLO-induzierte Porenbildung zu hemmen als auch die Hamolyse

durch SLO effektiv zu verhindern.

3.3.3. Ruthenium Rot

Ruthenium Rot ist ein Farbstoff, der den mitochondrialen Calcium-Uniporter
blockiert (Moore 1971). Das eingesetzte Rutheniumchlorid-Hexahydrat wurde in
Extrazellulariésung (E1) mit 0,5 % FAF-BSA geldst.

In den zunachst durchgefihrten Experimenten war Ruthenium Rot in
Konzentrationen bis zu 1,5 mM nicht in der Lage, die durch SLO gebildeten
Poren in HEK293-Zellen zu blockieren. Daher wurden die HEK293-Zellen fur
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10 min mit Ruthenium Rot vorinkubiert, bevor 10 ng/ml SLO appliziert wurden.
Auf diese Weise konnte eine die Porenbildung hemmende Wirkung bei einer

Konzentration von 1,5 mM Ruthenium Rot festgestellt werden (Abb. 21).
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Abbildung 21: Hemmung der SLO-induzierten Porenbildung in einer HEK293-Zelle durch
Ruthenium Rot. Nach 10-mindtiger Vorinkubation mit 1,5 mM Ruthenium Rot wird die
Porenbildung durch 10 ng/ml SLO vollstandig gehemmt. Das Membranpotential betrug -50 mV.
Verwendet wurde als Extrazellularlésung E;, als Intrazellulariésung IBL1gon.

Allerdings kam es in dieser Konzentration bereits zu einem starken Ausfall
grol3er Farbkristalle, die mikroskopisch die Sicht sehr behinderten. In
geringeren Konzentrationen (500 uM) war Ruthenium Rot nicht wirksam. Daher

wurde auf weitere Experimente mit Ruthenium Rot verzichtet.

3.4. Pathophysiologische Beeinflussung der SLO- Aktivitat
3.4.1. Temperatur

Elektrophysiologische SLO-Aktivitatsbestimmungen wurden bisher immer bei
21° C durchgefliihrt. Die Korpertemperatur des gesunden Menschen betragt
jedoch etwa 37° C und kann bei Fieber im Rahmen eines Infektes auf Uber
40° C ansteigen. Aus diesem Grund sollte die SLO-Wirkung in Abhangigkeit
von der Temperatur elektrophysiologisch an HEK293-Zellen untersucht werden.
Abbildung 22 stellt die Ergebnisse der Messungen bei Temperaturen zwischen
13° und 40° C dar.
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Abbildung 22: Temperaturabhangigkeit der SLO-Aktivitdt. Ordinate: Latenzzeit von der
Toxinapplikation (jeweils 10 ng/ml SLO) bis zur ersten Porenbildung. Abszisse:
Badtemperaturen: 13° (n=5), 21° (n=11), 29° (n=5), 37° (n=5) und 40° C (n=5). Bei 13° C zeigten
2 von 5 gemessenen Zellen bis zum Ende der Melzeit (1800 s) keine Porenbildung. Bei diesen
Zellen wurde als Naherung fir die Latenzzeit die maximale Mef3zeit von 1800 s eingesetzt. Die
Kurve wurde mit einer Exponentialfunktion an die Datenpunkte angepal’t. Rechts oben im Bild
sind die MelRwerte bei 37° und 40° C als Balkendiagramm dargestellt.

Es zeigte sich eine eindeutige Korrelation zwischen der Badtemperatur und der
Latenzzeit von der Toxinapplikation bis zur Bildung der ersten Pore, die als
SLO-Aktivitatsparameter gewahlt wurde. Die porenbildende Aktivitat von SLO
war bei 37° C signifikant (p < 0,05) hdher als bei der Standardtemperatur von
21° C. Klinisch besonders interessant ist, dass eine Temperaturerhbhung um
nur drei Grad von 37° auf 40° C annahernd zu einer Verdopplung der
Toxinaktivitat fihrte, wobei die Latenzzeit signifikant von 100 + 13 s auf 57+ 8 s
reduziert war (p < 0,05). Bestimmt man den Faktor, um den sich die Latenzzeit
bei einer Temperaturanderung von 10° C andert, so ergibt sich ein Qq-Wert
von etwa 2,8. Demnach konnten febrile Temperaturen im Rahmen einer
Streptokokkeninfektion zu einer pathophysiologisch relevanten Aktivitats-
steigerung von SLO flhren.
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3.4.2. pH-Wert

Durch verschiedene Stoffwechselprodukte herrscht in entzindetem Gewebe
ein niedrigerer pH-Wert vor als in gesundem Gewebe. Fur Listeriolysin O ist
eine Aktivitatszunahme bei sauren pH-Werten beobachtet worden (Glomski et
al. 2002, Bittenbring 2006). Dies konnte fir Pneumolysin nicht gezeigt werden
(Schramm 2004).

Die pH-Abhangigkeit der porenbildenden Wirkung von SLO war daher von
grollem Interesse. Hierzu wurden zunachst Patch-Clamp Experimente an
HEK293-Zellen mit  Extrazellularlosungen unterschiedlicher pH-Werte
durchgefuhrt. Dabei reichte das Spektrum vom sauren bis in den basischen
Bereich (Abb. 23).
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Abbildung 23: Abhangigkeit der SLO-Aktivitdt vom pH-Wert der Extrazellularlésung in HEK293-
Zellen. Als Aktivitatsparameter wurde die Latenzzeit von der Toxinapplikation (jeweils 10 ng/ml
SLO) bis zur Bildung der ersten Pore gewahlt. Es wurden die Extrazellularidsungen E; saer
(pH 6,95), E+ (pH 7,35) und E pasisen (PH 7,55) verwendet. Als Intrazellulariésung wurde 1BL1gon
eingesetzt. Die Badtemperatur betrug 21° C, das Membranpotential -50 mV.

Die Ergebnisse der Patch-Clamp Messungen lieRen eine pH-Abhangigkeit der
SLO-Wirkung vermuten, wobei allerdings die gefundenen Unterschiede nicht
signifikant waren. Daher wurde in einem weiteren Versuchsansatz ein
Hamolyseassay mit Schafserythrozyten Gber einen grélReren pH-Bereich (pH

6,15-7,55) durchgeflhrt. Abbildung 24 zeigt die Ergebnisse der

Hamolysexperimente.
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Abbildung 24: Abhangigkeit der SLO-induzierten Hamolyse vom pH-Wert der Extrazellular-
I6sung. Ordinate: Hamolyse durch 30 ng/ml SLO dargestellt in Prozent der Hamolyse durch
Aqua bidest. Abszisse: pH-Wert der Extrazellularidsung. Es wurden die Loésungen Ei saer
(pH 6,15, 6,55, 6,95 und 7,15), E4 (pH 7,35) und Ej asissn (PH 7,55) verwendet.

Es zeigte sich eine streng lineare Korrelation zwischen dem pH-Wert der
Extrazellularldsung und der Hamolyseaktivitat von SLO. Eine Veranderung des
pH-Wertes um 0,2 hatte eine Anderung der Hamolyseaktivitat um fast 10 % zur
Folge. Daraus ergab sich schon bei leichter Azidose (pH 7,15) eine
hochsignifikante Steigerung (p < 0,005) der hamolytischen SLO-Wirkung, bei
leichter Alkalose (pH 7,55) eine hochsignifikante Minderung gegenlber
physiologischen Verhaltnissen (pH 7,35). Eine Absenkung des pH-Wertes von
7,35 auf 6,15 fihrte zu einer Hamolysesteigerung um das 4-fache. Die
toxinfreien Kontrollen zeigten keine signifikante Hamolyse aufgrund der
unterschiedlichen pH-Werte. Demnach konnte der pH-Wert des entzindeten
Gewebes erheblich zur Steigerung der porenbildenden Aktivitat und zur Zelllyse
durch SLO beitragen.
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3.5. Langzeiteffekte durch SLO

3.5.1. Calciumkonzentrationsanderung in HEK293-Zellen

Mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes FURA-2 AM lassen sich Anderungen der
intrazellularen Calciumkonzentration als Anderungen der Fluoreszenzratio
[340/380] Uber einen Zeitraum von mehreren Stunden messen. Dadurch ist es
mdglich, Langzeiteffekte von SLO auf die intrazellulare Calciumionen-
konzentration zu beobachten. Die Abbildung 25 zeigt typische Zeitverlaufe der
intrazellularen Calciumkonzentration von HEK293-Zellen Uber vier Stunden
nach Applikation von 4 ng/ml SLO.
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Abbildung 25: Typische Zeitverldufe der intrazelluldaren Calciumionenkonzentration bei vier
HEK293-Zellen (A, B, C, D) nach Applikation von 4 ng/ml SLO. Ein Anstieg der Fluoreszenzratio
[340/380] entspricht einem Anstieg der Calciumkonzentration. Insgesamt wurden 116 Zellen
simultan bei 21° C Uber einen Zeitraum von 4 Stunden in 3 ml Extrazellularidsung (E+)
gemessen.
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Einige Minuten nach der Toxinapplikation zeigten sich einzelne, spikeartige
Anstiege der intrazelluldaren Calciumionenkonzentration. Diese Ca?-Spikes
wiesen in der Mehrheit der Falle nur eine Dauer von wenigen Minuten auf, und
die intrazellulare Calciumionenkonzentration sank immer wieder rasch auf den
Ruhewert ab.

Bei der Auswertung der 116 Zellen, von denen vier in Abbildung 25 dargestellt
sind, fiel auf, dass der Zeitraum von der Toxinapplikation bis zum Auftreten des
ersten Spikes variabel war (Latenzzeiten von 11 - 54 min). Weiterhin zeigte sich
eine starke Variabilitat in der Haufigkeit (5 — Gber 60 Spikes/4 h) und der Dauer
(< 1 bis > 40 min) der einzelnen Ca?*-Spikes. Es war keinerlei Periodizitat im
Auftreten dieser Spikes zu erkennen, so dass man nicht von regelmafigen
Oszillationen sprechen kann. Bei Uberlagerung der 116 Einzelmessungen
(Abbildung nicht dargestellt) wurde deutlich, dass die Haufigkeit der Ca*-
Spikes im Mittel nach etwa 60 min ein Maximum erreichte und gegen Ende der
Messung wieder abnahm. In der eingesetzten sublytischen Konzentration
(4 ng/ml SLO) waren keine dauerhaften Calciumkonzentrationsanstiege zu
beobachten.

Der direkte Zusammenhang der Ca?-Spikes mit der SLO-induzierten
Porenbildung sollte in einem weiteren Experiment gezeigt werden. Die
Messung der Membranstrome mit Hilfe der Patch-Clamp Technik und der
intrazellularen Calciumkonzentration mit Hilfe des FURA-2-Imaging wurde an
einer HEK293-Zelle simultan durchgefihrt. Abbildung 26 zeigt einen Ausschnitt

aus einem entsprechenden Experiment.
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Abbildung 26: Zeitgleiche Messung der Fluoreszenzratio (oben) im FURA-2-Imaging und der
Membranstréme (unten) im Patch-Clamp Versuch an einer HEK293-Zelle nach Applikation von
4 ng/ml SLO. Die grau hinterlegte Flache soll die unmittelbare zeitliche Korrelation zwischen der
Porenbildung und dem Anstieg der intrazelluldren Calciumionenkonzentration verdeutlichen. Die
Messung erfolgte in Extrazellulariésung (E1) bei 21° C. Als Intrazellulariésung wurde IBL,
eingesetzt.

Jede der elektrophysiologisch beobachteten Porendffnungen fuhrte unmittelbar
zu einem Anstieg der intrazellularen Calciumionenkonzentration. Dabei schien
auch die Dauer der Porendffnungen mit der Dauer der Calciumanstiege zu
korrelieren. Wie die Experimente mit SLO an HEKhsK4-Zellen (vgl. Abschnitt
3.1.4.) schon gezeigt haben, besteht also ein eindeutiger Zusammenhang
zwischen einer Porenbildung und einem intrazellularen Calcium-
konzentrationsanstieg. Dieser wird durch Calciumionen, die durch die SLO-

Poren in die Zelle einstromen, verursacht.
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3.5.2. Apoptoseinduktion durch SLO in IHKE-Zellen

Fiar verschiedene CDTX wie z.B. fur Listeriolysin O (Guzman et al. 1996)
konnte eine Apoptoseinduktion nachgewiesen werden. Auch Cywes-Bentley et
al. (2005) zeigten kurzlich eine SLO-abhangige Apoptose bei Keratinozyten.
Sie vermuteten, dass durch die SLO-Poren einstromendes Calcium zur
Auslésung des programmierten Zelltodes geflihrt habe. Um dies zu Uberprifen,
wurden Ca?-Imaging-Versuche mit Apoptoseexperimenten verknipft. Der
Nachweis der Apoptoseinduktion erfolgte Uber die Detektion aktivierter
Caspasen, welche wichtige Schlusselelemente der Apoptose darstellen.
Aktivierte Caspasen lassen sich Uber den Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin-110
nachweisen, welcher in ihrer Anwesenheit grin zu fluoreszieren beginnt.

HEK293-Zellen stellten sich als fur die Apoptoseexperimente ungeeignet
heraus, da sie sich wahrend des Versuchs vom Schalenboden ablésten. Aus
diesem Grund wurde mit der adharenteren Zelllinie IHKE gearbeitet. Die Zellen
wurden fur 6 h wunter Zellkulturbedingungen mit verschiedenen SLO-
Konzentrationen inkubiert, bevor sie mit Rhodamin-110 behandelt und auf
Apoptose untersucht wurden. Um einen Zusammenhang zwischen
intrazellularer Calciumionenkonzentration und Apoptose herstellen zu kénnen,
wurde zu jedem Apoptoseexperiment ein FURA-2-Imagingversuch mit der
jeweiligen Toxinkonzentration durchgefuhrt. Die Bilder in der Abbildung 27 A bis
D zeigen die Ergebnisse der Messungen mit unterschiedlichen SLO-

Konzentrationen.
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Abbildung 27: Darstellung der intrazellularen Ca*-Konzentrationsverlaufe direkt nach SLO-
Applikation (weiler Graph) und der 6 h nach Toxinapplikation gemessenen Caspase-Aktivitat
(Fluoreszenzbild) in IHKE-Zellen. Die eingesetzten Toxinkonzentrationen betrugen 0 (Kontrolle),
10, 20 und 50 ng/ml SLO. Der Verlauf der mittleren Ca?-Konzentration (jeweils n=50 Zellen)
wurde Uber 30 min nach Toxinapplikation im FURA-2-Imaging beobachtet (vgl. Abschnitt 3.5.1.).
Auf Apoptose wurde untersucht, nachdem die Zellen fir 6 h mit SLO in Extrazellulariésung (E+)
unter Zellkulturbedingungen inkubiert worden waren. Die Caspase-Aktivitat wurde mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoffs Rhodamin-110 (griine Fluoreszenz) nachgewiesen.

Bei den toxinfreien Kontrollmessungen konnte weder ein Calciumanstieg noch
eine Caspase-Aktivitdat in den Zellen beobachtet werden (Abb. 27 A). Die
einzelnen grinen Punkte stellen intrazellulare Vesikel dar. Bei apoptotischen
Zellen farbt sich jedoch das gesamte Zytoplasma grin.

Nach der Applikation von 10 ng/ml SLO zeigten einige wenige der insgesamt
50 gemessenen Zellen in den ersten 30 min nach Toxingabe typische
Calciumspikes (Daten nicht gezeigt), die aber nicht zu einer andauernden
Veranderung der mittleren intrazellularen Calciumkonzentration flihrten. Nach
sechstliindiger Toxininkubation (10 ng/ml SLO) waren keine apoptotischen
Zellen zu sehen (Abb. 27 B). Ab einer SLO-Konzentration von 20 ng/ml zeigte
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sich im Mittel eine stetige Zunahme der intrazellularen Calciumkonzentration im
FURA-2-Imaging und eine deutliche Caspase-Aktivitdt im Apoptose-Assay
(Abb. 27 C). Ein ahnliches Bild ergab sich beim Einsatz von 50 ng/ml SLO
(Abb. 27 D), wobei die dauerhafte Calciumkonzentrationserhohung im Mittel
etwa um das drei- bis vierfache hoher ausfiel als im vorangegangenen
Experiment mit 20 ng/ml SLO. Die Rhodamin-Fluoreszenzen erscheinen in
Experiment D etwas schwacher als in Experiment C, was auf die einsetzende
Lyse der Zellen und damit ein ,Auslaufen” der Farbstoffe zurtickgefuhrt wurde.
Eventuell kam es bei dieser hohen Toxinkonzentration aber auch schneller zu
einer Nekrose der Zellen, bei der keine aktivierten Caspasen gebildet wurden.

Apoptotische Zellen waren folglich nur bei den SLO-Konzentrationen zu finden,
die im FURA-2-Imaging zu einem intrazellularen Calcium-Overload gefuhrt
hatten. Die bei niedrigen Toxinkonzentrationen auftretenden Calciumspikes

fuhrten nicht zu einer Zellschadigung durch Apoptoseinduktion.
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4. Diskussion

Die vorliegenden Ergebnisse beschaftigen sich mit der porenbildenden,
hamolytischen sowie apoptoseinduzierenden Wirkung des Streptokokken-
pathogenitatsfaktors Streptolysin O und seiner Beeinflussung durch
pharmakologische und pathophysiologische Faktoren.

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal die Porenbildung durch SLO an
lebenden, kernhaltigen Zellen elektrophysiologisch und damit in Echtzeit
beobachtet werden. In Abhangigkeit von der SLO-Konzentration bildeten sich in
der Membran von humanen embryonalen Nierenzellen (HEK293) einige
Minuten nach der Applikation des Toxins die ersten Poren. Diese Poren zeigten
eine nichtselektive Permeabilitat sowohl fur monovalente lonen als auch fur
Calcium.

Bei der Auswertung der Porenstromamplituden bei niedrigen SLO-
Konzentrationen (3 ng/ml) fand sich eine SLO-Grundpore mit einem
Elementarstrom von 17 pA bei einem Membranpotential von -40 mV,
entsprechend einer Leitfahigkeit von 425 pS. Bei hoheren Toxin-
konzentrationen (> 10 ng/ml SLO) war auffallig, dass die Porenstromamplituden
zwischen 15 und mehr als 500 pA lagen, wobei mehrere Maxima auffielen.
Diese Maxima entsprachen immer etwa ganzzahligen Vielfachen der
Stromamplitude der SLO-Grundpore. Das fuhrt zu der Hypothese, dass sich
Cluster von SLO-Grundporen in der Zellmembran bilden und miteinander
interagieren, wobei jede Grundpore ihre elementare Leitfahigkeit besitzt. Durch
synchrone Porenéffnungen kommt es dann zu den beobachteten groReren
Porenstromamplituden, wobei die Wahrscheinlichkeit des separaten Offnens
einer einzelnen Pore mit zunehmender Toxinkonzentration immer geringer wird.
Am haufigsten waren bei den von uns eingesetzten Konzentrationen synchrone
Porenéffnungen von etwa 10 bis 12 Grundporen zu finden. Auch flr
Listeriolysin O ist bekannt, dass die kleinste gemessene Grundpore eine
Leitfahigkeit von etwa 500 pS hat (Repp et al. 2002), wahrend die
Pneumolysin-Grundpore mit 680 pS etwas gréfler ist (Schramm 2004).

Bei Anwendung sublytischer Konzentrationen (10 ng/ml SLO) konnte bei 83 %
der gebildeten Poren ein Porenschluld registriert werden. Die Porenschllisse
zeigten zwei unterschiedliche Kinetiken. In 56 % der ausgewerteten Falle traten

schnelle Porenschlisse (< 10 ms) auf, die in ihrer Kinetik den schnellen
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Porendffnungen stark ahnelten. Solche schlagartigen Stromzu- und Stromab-
nahmen finden sich typischerweise beim Offnen bzw. SchlieRen von
endogenen lonenkanalen. Dies legt die Vermutung nahe, dass die durch SLO
gebildeten Poren einen Offen- und einen Geschlossen-Zustand haben. Eine
andere Porenschlul3kinetik war in 44 % der Falle zu finden. Die dort
auftretenden langsamen Schlisse waren durch eine sukzessive,
unterschiedlich schnell verlaufende Stromabnahme uUber mehrere Sekunden
charakterisiert. Eine mogliche Erklarung fur diese Art der Porenschlisse ware
die Endocytose des Poren-enthaltenden Membranstuckes durch die Zelle. Bei
anderen in unserer Arbeitsgruppe untersuchten CDTX wie Listeriolysin O
(Bittenbring 2006) und Pneumolysin (Schramm 2004) wurden ebenfalls
schnelle und langsame Porenschliusse beobachtet, die unter Normal-
bedingungen etwa gleichhaufig auftraten. Die Mechanismen der Porenschllisse
scheinen also bei allen drei Toxinen gleich oder zumindest sehr ahnlich zu sein.
Die Messung der Porenbildung in Abhangigkeit von der SLO-Konzentration
zeigte eine sehr steil verlaufende Konzentrations-Wirkungskurve. Mit
steigender Toxinkonzentration verkurzte sich die Latenzzeit bis zur Bildung der
ersten Pore, wobei der ECs-Wert von < 5,7 ng/ml SLO einen Naherungswert
darstellt. Die auf jeden Fall im picomolaren Bereich liegende Konzentration
weist auf eine sehr hohe Affinitat von SLO zur Bindung an die Zellmembran
und zur Bildung von Poren. Die Abschatzung des Hill-Koeffizienten von etwa
3,6 aus den Patch-Clamp Experimenten wurde durch die Hamolyse-
experimente mit einem mittleren Hill-Koeffizienten von 3,7 bestatigt. Die Werte
der Hill-Koeffizienten lassen darauf schlieBen, dass mindestens 4 SLO-
Molekule an der Bildung einer funktionsfahigen Pore beteiligt sind. Fur
Listeriolysin O wird beschrieben, dass aufgrund der Konzentrations-
Wirkungskurve mindestens 3 Toxinmolekule zur Bildung einer Pore bendtigt
werden (Repp et al. 2002, Butler 2005), fir eine Pneumolysin-Pore sind es
mindestens 2 Toxinmolekule (Schramm, 2004). Fur zwei andere nicht zu der
Gruppe der CDTX zahlende porenbildende Toxine, Aerolysin (lachovache et al.
2006) und Staphylococcus a-Toxin (Menestrina et al. 2003), wurde aus
kristallographischen und biochemischen Untersuchungen geschlossen, dass 7
Molekile zu Ausbildung einer Toxinpore benétigt werden. Auch fir SLO und die

anderen CDTX konnte man eine solche Heptamerbildung vermuten. Eher
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unwahrscheinlich erscheint dagegen die von Sekiya et al. (1996) beschriebene
Moglichkeit, dass sich 40 bis 50 SLO-Monomere zu einer Pore
zusammenlagern. Bei diesen elektronenmikroskopisch  beobachteten
Strukturen handelt es sich wahrscheinlich nicht um eine einzelne grol3e Pore,
sondern um bis zu 50 ringformig aneinandergelagerte Einzelporen, die
miteinander interagieren konnen, um synchron zu 6ffnen und zu schlieen.
Dies wiurde mit unserer Interpretation, dass die Porenstromamplituden
ganzzahligen Vielfachen des Elementarstroms der SLO-Grundpore
entsprechen, Ubereinstimmen. Die grof3ten von uns beobachteten Porenstrome
betrugen etwa 500 pA. Dies entsprache der synchronen Offnung von 30 SLO-
Grundporen. Dass voneinander unabhangige Kanale miteinander interagieren
und simultan 6ffnen und schlielen kdnnen, ist z.B. fur Chloridkanale schon seit
einiger Zeit bekannt (Chen 2005).

Desweiteren wurde die Porenkinetik in Abhangigkeit von Calcium untersucht.
Dabei wurde festgestellt, dass die SLO-induzierte Porenbildung nicht von der
Anwesenheit extrazellularen Calciums abhangig ist. Die Latenzzeiten bis zur
Bildung der ersten Pore unterschieden sich in calciumfreien und
calciumhaltigen Loésungen nicht. Allerdings nahmen die Porenéffnungen pro
Zeiteinheit in calciumfreien Ldsungen (125/h) im Vergleich zu den
Kontrollexperimenten mit calciumhaltigen Lésungen (62/h) signifikant zu. Auch
der Verlauf der Porenschlisse anderte sich drastisch. Die Anzahl der
Gesamtporenschliisse war ohne Calcium signifikant kleiner (30/h) als mit
Calcium (52/h). Vor allem fur die schnellen Porenschlisse konnte eine starke
Calciumabhangigkeit nachgewiesen werden. Unter intra- und extrazellular
calciumfreien Bedingungen waren die schnellen Porenschlisse (4/h) um das
Achtfache reduziert verglichen mit den Messungen unter physiologischen
Calciumbedingungen (29/h). Interessanterweise scheinen die langsamen
Porenschlisse nicht calciumabhangig zu sein. Die Haufigkeit des Auftretens
der langsamen Porenschlisse unter -calciumfreien Bedingungen (27/h)
unterschied sich nicht signifikant von den Experimenten mit Calcium (22/h).
Zhang et al. (2004) beobachteten eine calciumunabhangige Endozytose an
Ganglienneuronenzellen, die durch Zelldepolarisation getriggert wird. Ein

ahnlicher Endocytosemechanismus, der durch einen poreninduzierten
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Kationeneinstrom getriggert wird, ware auch fur die langsamen Porenschlisse
denkbar.

Neben HEK293-Zellen wurde die SLO-induzierte Porenbildung auch an
menschlichen Nierenepithelzellen (IHKE), Schweineendothelzellen (PPAE) und
Mausefibroblastenzellen (NIH-3T3) elektrophysiologisch untersucht. Dabei
zeigte sich, dass die beiden Nierenzelllinien IHKE und HEK293 sensitiver auf
SLO reagierten als die Endothelzellen PPAE bzw. die Fibroblastenzellen
NIH-3T3. Es ware damit denkbar, dass organspezifische Unterschiede in der
Sensitivitat auf das Toxin bestehen. Wahrend die Niere im allgemeinen auf
Noxen sehr empfindlich reagiert, zahlen die Endothelzellen der grol3en
Blutgefalie zZu den widerstandsfahigeren Zelltypen. Besonders
Fibroblastenzellen gehoren zu den Zellen, die im Binde- und Stutzgewebe, aber
auch im Narbengewebe extremen Belastungen standhalten mussen.

Da es sich bei HEK293- und IHKE-Zellen aber auch um humane Zelllinien
handelt, wahrend PPAE- und NIH-3T3-Zellen tierischer Abstammung sind, ist
auch ein speziesspezifischer Unterschied in der SLO-Sensitivitat denkbar. Da
Streptococcus pyogenes ein humanpathogener Keim ist, kann man annehmen,
dass SLO spezifischer auf menschliche Zellen wirkt als auf tierische und sie
starker zu schadigen vermag.

Zur weiteren Abklarung der Sensitivitatsunterschiede wurde die SLO-induzierte
Lyse bei Erythrozyten von Mensch, Schaf und Kaninchen miteinander
verglichen. Kaninchenerythrozyten (ECso 10,4 ng/ml SLO) wiesen die hochste
SLO-Sensitivitat auf, humane rote Blutkdrperchen eine mittlere (ECs,28,2 ng/ml
SLO) und Schafserythrozyten (ECso 43,7 ng/ml SLO) die geringste. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass in der Tat speziesspezifische Unterschiede
im Aufbau der Zellmembranen zu den beobachteten Sensitivitdtsunterschieden
fuhren. Auch in der Literatur finden sich Hinweise auf speziesspezifische
Unterschiede. Walev et al. (1995) verglichen die lytische Aktivitdt durch SLO
bei Kaninchen-, Mause- und Menschenerythrozyten. Dabei hatte sich gezeigt,
dass die roten Blutkorperchen von Kaninchen und Menschen sehr viel
sensitiver fur SLO waren als die von Mausen. Die beobachteten
Sensitivitatsunterschiede konnten schlielBlich aber auch auf interindividuellen

Unterschieden beruhen, da jeweils nur Blutproben eines Individuums der
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jeweiligen Spezies untersucht worden sind. Beispielsweise ware es moglich,
dass Blutgruppenantigene eine Rolle spielen.

Gerade bei invasiven Infektionen wie der Sepsis und in der Pathogenese des
Toxic-Shock-Syndromes spielt die Zellschadigung durch SLO eine wichtige
Rolle. Die Mortalitat solcher Erkrankungen liegt trotz antibiotischer Therapie
und intensivmedizinischer Versorgung Uber 20 %. Daher ware es von grofer
klinischer Bedeutung, eine Substanz zu finden, die die Zellschadigung durch
SLO verhindert und die erganzend zur antibiotischen Therapie eingesetzt
werden konnte. Von den in dieser Arbeit getesteten Substanzen hat Lanthan
eine porenblockierende und Eosin Y sowie Ruthenium Rot eine die
Porenbildung hemmende Wirkung gezeigt.

Lanthan erwies sich als sehr potenter Porenblocker, der in einer Konzentration
von 100 pM die durch SLO gebildeten Poren vollstandig blockierte. Diese
Blockade der SLO-Poren konnte elektrophysiologisch an mehreren Zelllinien
(HEK293, PPAE) sowie unter verschiedenen pathophysiologischen
Bedingungen (37° C, Azidose) nachgewiesen werden. Auch im Hamolyseassay
konnte die SLO-induzierte Lyse der Erythrozyten durch Lanthan vollstandig
verhindert werden. Die sehr steile Konzentrations-Inbibitionskurve mit einem
Hill-Koeffizienten von 6,5 lal3t vermuten, dass mindestens 7 Lanthanionen an
einer Porenblockade beteiligt sind. Die Lanthanwirkung ist ein reversibler
Prozel3, der durch Gabe von aquimolaren Konzentrationen an EDTA wieder
aufgehoben werden kann. EDTA ist ein Kationenchelator, der mit Lanthanoiden
sehr viel festere Bindungen eingeht als mit Calcium- oder Magnesiumionen und
daher bevorzugt die Lanthanionen in der Extrazellularlésung bindet.

Auch fur andere CDTX wie Listeriolysin O (Bittenbring 2006) und Pneumolysin
(Schramm 2004) konnte eine porenblockierende Wirkung der Lanthanoide
Lanthan und Gadolinium nachgewiesen werden. Fur den mdglichen klinischen
Einsatz von Lanthan als Porenblocker spricht, dass einige Lanthanoide bereits
am Patienten angewandt werden. Allerdings wird Lanthan als Lanthancarbonat
(Fosrenol®) in einer Verbindung eingesetzt, die bei oraler Gabe kaum aus dem
Magen-Darm-Trakt resorbiert wird. Es dient der enteralen Phosphatbindung bei
Dialysepatienten. Auch Gadolinium, welches in Form von Gadolinium-DTPA
(Magnevist®) intravends als Rontgenkontrastmittel appliziert wird, liegt

komplexiert und nicht in Form freier lonen in der Blutbahn vor. Es gibt also
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bisher keine klinischen Erfahrungen mit freien Lanthanoidionen. Palasz und
Czekaj (2000) beschreiben protektive, aber auch toxische Effekte von
Lanthanoiden im Tierversuch. In den von mir durchgefuhrten Experimenten gab
es auch in hoéheren Konzentrationen (1 mM Lanthan) keine mikroskopisch
sichtbaren zytolytischen Effekte. Es ist jedoch fraglich, ob therapeutische
Wirkspiegel an freien Lanthanionen im Serum Uberhaupt erreicht werden
konnten, da bekannt ist, dass sie in hohem MalRe an Serumalbumin gebunden
werden (Schomacker et al. 1988).

Eosin Y ist ein weit verbreiteter Farbstoff in der Mikroskopie. Er wurde zunachst
nach Beginn der SLO-induzierten Porenbildung in die Badlésung appliziert. Auf
diese Weise zeigte sich weder eine Beeinflussung der Porenbildung noch eine
porenblockierende Wirkung. Wurde jedoch eine 10-minutige Vorinkubation mit
1 mM Eosin Y durchgefuhrt, so konnte die Porenbildung vollstandig gehemmt
werden. Diese Ergebnisse deuten auf eine notwendige Interaktion von Eosin Y
mit der Zellmembran hin und nicht auf eine einfache Blockade offener SLO-
Poren durch den Farbstoff. Auch flr Eosin Y ergab sich mit einem Hill-
Koeffizienten von 4,4 eine steil verlaufende Konzentrations-Inhibitionskurve im
Hamolyseassay. Die vollstandige Lysehemmung &t auf eine effektive Wirkung
des Farbstoffs schlieRen. Die Hemmung der Porenbildung durch Eosin Y
konnte an verschiedenen Zelltypen (HEK293, PPAE) und unter verschiedenen
pathophysiologischen Bedingungen (37° C, Azidose) nachgewiesen werden.
Ein therapeutischer Einsatz von Eosin Y ist bisher nicht beschrieben.
Interessant ist, dass sowohl Lanthan, Eosin Y, als auch Ruthenium Rot
Ca*-Kanile bzw. -transporter blockieren. Lanthan blockiert verschiedene
Ca?*-Kanale und mechanisch aktivierte unselektive lonenkanale (Ubersicht
Palasz und Czekaj 2000), Eosin Y blockiert plasmamembranstandige
Ca?*-ATPasen (Gatto et al. 1993) und Ruthenium Rot blockiert den
mitochondrialen Ca?-Uniporter (Moore 1971). Dies laRt vermuten, dass SLO-
Poren eine Ca*-Kanal- oder Ca?'-Transporter-ahnliche Struktur aufweisen.
Moglich ware auch, dass es sich um in der Membran vorhandene Ca?-Kanale
handelt, die durch SLO permanent offen gehalten werden. Diese
Vorgehensweise, Kationenkanale als Poren zu nutzen, ist zum Beispiel flr
Maitotoxin aus Gambierdiscus toxicus, einem marinen Dinoflagellaten, bekannt
(Dietl und Volkl 1994).
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Mit elektrophysiologischen Messungen an HEK293-Zellen konnte ich auflerdem
zeigen, dass die Porenbildung durch SLO ein stark temperaturabhangiger
Prozel3 mit einem Qq-Wert von etwa 2,8 ist. Gegenuber den Messungen bei
Raumtemperatur (21° C) war das Toxin bei Korpertemperatur (37° C)
signifikant starker porenbildend. Ich konnte nachweisen, dass sogar ein
Temperaturunterschied von wenigen Grad Celsius (zwischen 37° und 40° C),
der im Rahmen eines febrilen Infektes beim Menschen auftreten kann, zu einer
signifikanten Erhohung der Toxinaktivitat fuhrt. Mehrere Autoren haben
beschrieben, dass SLO in der Lage ist, die Expression bzw. Freisetzung von
Entzindungsmediatoren wie Interleukinen (1, 6, 8), Tumornekrosefaktor,
Leukotrienen, Prostaglandinen (PGE;) und Hitze-Schock-Proteinen sowie die
Complement-Aktivierung zu stimulieren (Bhakdi und Tranum-Jensen 1985;
Hackett und Stevens 1992; Ruiz et al. 1998; Alouf 2000). Interessant ist, dass
es damit einen selbstverstarkenden Effekt von SLO Uber Interleukin- (1 und 6)
oder Prostaglandin- (PGE;) -stimulierung zu geben scheint, da diese
Entziindungsmediatoren zu den wichtigsten fiebererzeugenden Faktoren
zahlen (Kaever et al. 2005). lhre Stimulierung kénnte Uber die Erhéhung der
Korpertemperatur zu einer Aktivitatssteigerung von SLO fuhren. AuRerdem wird
vermutet, dass SLO uber die Stimulation von Tumornekrosefaktor zur Genese
des Toxic-Shock-Syndromes beitragt (Hackett und Stevens 1992). Demzufolge
ware die Fiebersenkung eine einfache und effektive Methode, die
Auswirkungen einer Streptokokkeninfektion zu reduzieren.

Ein weiterer typischer Entzindungsparameter ist die Azidose des betroffenen
Gewebes. Die Absenkung des pH-Wertes wird durch den relativen
Sauerstoffmangel des entzindeten Gewebes und durch Stoffwechselprodukte
wie Lactat und Wasserstoffprotonen verursacht. Ich konnte an HEK293-Zellen
im Patch-Clamp Experiment und an Schafserythrozyten im Hamolyseassay
eine pH-Abhangigkeit der SLO-Wirkung beobachten. Im Hamolyseassay zeigte
sich eine streng lineare Korrelation. Eine Anderung des pH-Wertes um 0,2
hatte eine Anderung der Hamolyseaktivitat um knapp 10 % zur Folge. Dadurch
kam es schon bei leichter Absenkung des physiologischen pH-Wertes von 7,35
auf 7,15 zu einer hochsignifikanten Aktivitatssteigerung von SLO, wahrend eine
geringe Alkalisierung des Milieus von 7,35 auf 7,55 zu einer signifikanten
Minderung der Toxinaktivitat fuhrte. Das rechtzeitige Ausgleichen des Saure-
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Base-Haushaltes und die Gewahrleistung einer ausreichenden Oxygenierung
des Gewebes konnten demzufolge wichtige therapeutische Erganzungen bei
der Behandlung von systemischen Streptokokkeninfekten sein.

Da Calcium als intrazellularer Messenger fur viele Prozesse essentiell ist und
Uber Anderungen der intrazellularen Calciumkonzentration Prozesse wie
Zellproliferation, Genexpression und Apoptose gesteuert werden (Berridge et
al. 1998), ist die Aufrechterhaltung der Calciumhomdostase eine zentrale
Aufgabe jeder Zelle. In dieser Arbeit konnte an zwei verschiedenen Systemen
gezeigt werden, dass SLO-Poren fur Calciumionen permeabel sind. Bei
HEKhsK4-Zellen kam es durch den Calciumioneneinstrom nach Porenbildung
zur Aktivierung calciumabhangiger Kaliumkanale, wodurch indirekt die
Calciumpermeabilitat der SLO-Poren nachgewiesen werden konnte. Im
Calcium-lmaging mit FURA-2 AM konnte der Anstieg der intrazellularen
Calciumkonzentration dann direkt gezeigt werden. Die synchrone Messung der
Porenbildung im  Patch-Clamp  Versuch und der intrazellularen
Calciumkonzentratrion im Calcium-Imaging an derselben Zelle zeigte die
unmittelbare zeitliche Korrelation und damit den Zusammenhang beider
Prozesse. Aulierdem konnte im Calcium-Imaging mit FURA-2-AM der Verlauf
der intrazellularen Calciumkonzentration Uber mehrere Stunden gemessen
werden. Es zeigten sich steile, spikeartige Anstiege, die in der Mehrzahl der
Falle nur Minuten andauerten. Die Calciumionen wurden also nach dem Schluf3
der Poren sehr rasch wieder aus dem Zytoplasma eliminiert. Um die
intrazellulare Calciumkonzentration zu senken, stehen der Zelle mehrere
Mechanismen zur Verfigung: Die Aufnahme von Calciumionen Uber
Ca*-ATPasen ins sarco- oder endoplasmatische Retikulum, die Aufnahme
Uber Ca*-Uniporter in Mitochondrien und die Ausschleusung nach extrazellular
Uber plasmamembranstandige Ca*-ATPasen oder Na*/Ca?-Antiporter
(Orrenius et al. 2003).

Bei niedrigen SLO-Konzentrationen lieRen sich die Ca*-Spikes liber mehrere
Stunden aufzeichnen. Sie variierten dabei stark bezuglich ihrer Haufigkeit und
Dauer. Das Auftreten der Spikes hangt damit vom statistischen Auftreten und
von den Offenzeiten der SLO-Poren ab und laft nicht auf die Induktion von
endogenen Oszillationen in den betroffenen Zellen schliellen, wie es z.B. fur
Alpha-Haemolysin postuliert wurde (Uhlen et al. 2000). Die Ca**-Spikes zeigten
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nach etwa einer Stunde ein Haufigkeitsmaximum, um dann gegen Ende der
Messung immer seltener zu werden. Diese Beobachtung kénnte zum einen auf
einen Aktivitatsverlust des Toxins durch Inaktivierung bzw. Bindung, zum
anderen auf die fortschreitende Endozytose der Poren zurtckgefihrt werden.
Auch nach mehreren Stunden Inkubation mit 4 ng/ml SLO war mikroskopisch
keine Schadigung der Zellen zu sehen.

Um zu untersuchen, ob die toxinbedingte Storung der Calciumhomodostase
dennoch negative Folgen fur die betroffenen Zellen hat, wurden die Zellen auf
apoptotische Vorgange hin dberpruft. Es ist bekannt, dass gerade
unphysiologisch  hohe intrazellulare Calciumkonzentrationen zu einer
Apoptoseinduktion flihren kénnen. Eine Induktion des programmierten
Zelltodes konnte beispielsweise fur Pneumolysin (Braun et al. 2002) und
Listeriolysin O (Guzman et al. 1996, Rogers et al. 1996) nachgewiesen werden.
Tsai et al. (1999) =zeigten, dass Gruppe A Streptokokken eine
Apoptoseinduktion in menschlichen Endothelzellen auslésen kénnen. Cywes-
Bentley et al. (2005) vermuteten einen Zusammenhang zwischen intrazellularer
Calciumdysregulation und der Apoptose von Keratinozyten als Folge einer
Streptokokkeninfektion.

Die von uns durchgefluhrten Experimente an humanen Nierenepithelzellen
(IHKE) zeigten, dass apoptotische Zellen bei denjenigen SLO-Konzentrationen
auftraten, bei denen im Calcium-Imaging eine Calciumuberladung der Zellen
beobachtet worden war. Zellen, denen es gelang, ihre Calciumhomdostase
aufrecht zu erhalten, wurden nicht apoptotisch. Somit war flr die
Apoptoseinduktion die intrazellulare Calciumdysregulation durch SLO
ausschlaggebend. Die Grenzkonzentration, ab der eine Apoptose zu
beobachten war, lag bei 20 ng/ml SLO. Ab einer Konzentration von 50 ng/ml
SLO wurden die Fluoreszenzen etwas schwacher. Dies wurde auf eine Lyse
der Zellen durch Membranzerstérung zurtckgefuhrt, kdnnte aber auch darauf
beruhen, dass bei hoheren Toxinkonzentrationen keine Apoptose mehr auftritt,
da die Zellen sofort nekrotisch werden.

Es ist in dieser Arbeit gelungen, die Wirkung von SLO elektrophysiologisch zu
charakterisieren und Faktoren zu determinieren, die die Aktivitat des Toxins
stark beeinflussen. Klinisch bedeutsam ist dabei vor allem die

Aktivitatssteigerung des Toxins durch Temperaturerhbhung und pH-Wert-
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Absenkung. Der Einsatz von Substanzen, die die Porenbildung hemmen, wie
Eosin Y, oder die offene Poren blockieren, wie Lanthan, kdnnte eventuell in
Zukunft die Zahl letal verlaufender invasiver Streptokokkeninfektionen
reduzieren. Es konnte aullerdem gezeigt werden, dass die Zellen die
Porenbildung bei niedrigen SLO-Konzentrationen Uberleben. Wurde allerdings
bei hdheren Toxinkonzentrationen die Porenbildung und damit der
Calciumeinstrom durch die Poren zu stark, fuhrte diese Calciumuberladung zu

einer Apoptoseinduktion in den betroffenen Zellen.
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6. Zusammenfassung

Streptolysin O (SLO) ist der Prototyp der grolen Familie der
cholesterolabhangigen Toxine und zahlt zu den wichtigsten Virulenzfaktoren
der Gruppe A Streptokokken. Diese ubiquitar vorkommenden Keime sind
Verursacher haufiger Haut-, Weichteil-, Knochen- und Organerkrankungen.
Trotz antibiotischer Therapie verlaufen generalisierte Infektionen auch heute
noch zu einem hohen Prozentsatz letal.

Zum ersten Mal konnte in dieser Arbeit die Porenbildung durch sublytische
SLO-Konzentrationen an kernhaltigen Zellen mit Hilfe der Patch-Clamp Technik
beobachtet werden. Die Porenbildung durch SLO war transienter Natur und die
Poren wechselten zwischen geodffneten und geschlossenen Zustanden. Wir
konnten eine elementare Grundpore mit einer Leitfahigkeit von 425 pS
identifizieren und vermuten, dass Cluster von SLO-Poren in der Zellmembran
zu synchronen Porendffnungen und -schlissen fuhren. Die Art der
PorenschlUsse, die sich in langsame und schnelle Schlisse unterteilen lassen,
war abhangig von dem Gehalt an intra- und extrazellularem Calcium.

Zudem war die porenbildende und hamolytische Aktivitat stark abhangig von
der Temperatur und dem pH-Wert der Losungen. Die Fiebersenkung und der
Ausgleich einer metabolischen Azidose scheinen daher effektive MalRnahmen
in der Therapie generalisierter Streptokokkeninfekte zu sein.

In der vorliegenden Arbeit wurden auf3erdem Substanzen beschrieben, die in
der Lage sind, die Zellzerstérung durch SLO zu reduzieren. Der Einsatz von
Lanthan und Eosin Y in vitro fihrte zu einer Blockade der Porenstrdme bzw.
einer Hemmung der Porenbildung und konnte die Zelllyse verhindern.

In verschiedenen Versuchsansatzen konnte weiterhin gezeigt werden, dass
SLO-Poren fiur Calciumionen permeabel sind. Bei niedrigen SLO-
Konzentrationen fuhrte der Calciumeinstrom in die Zellen zu nichtperiodischen
Ca**-Spikes, die von den Zellen toleriert wurden. In héheren Konzentrationen
verloren die untersuchten Zellen die Kontrolle Uber ihre Calciumhomdostase.
Die resultierende Calciumuberladung flhrte zur Apoptose der betroffenen

Zellen.
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6. Summary

Streptolysin O (SLO) is the prototype of the large family of cholesterol-
dependent toxins and one of the major virulence factors of group A
Streptococci. These bacteria cause frequent infections of the skin, soft parts,
bones and organs. Despite antibiotic therapy generalised infections still remain
lethal to a high percentage.

For the first time, we observed pore formation by sublytic concentrations of SLO
in mammalian cells using the patch-clamp technique. Pore formation by SLO
was transient, and the pores switched between open and closed states. An
elementary pore with a conductance of 425 pS was identified. It is presumed
that pore-clusters in the membrane of the cell lead to synchronized pore
openings and closures. The kinetics of pore closure, consisting in slow and fast
closings, were dependent on the intra- and extracellular calcium level.

The pore-forming and haemolytic activity of SLO was highly dependent on the
temperature as well as on the pH-value of the surrounding. It is presumed, that
lowering of the temperature in febrile patients and creation of a physiologic
acid-base-balance in patients with metabolic acidosis can contribute to the
recovery from severe streptococcal infections.

In the present work, we describe substances that are able to prevent cell-
damage by SLO. The application of Lanthanium and Eosin Y in vitro led to a
blockade of the pore current and to the inhibition of pore-formation,
respectively, and avoided cell-lysis.

SLO-formed pores were permeable for calcium ions, as could be shown in
different experimental set-ups. With low toxin concentrations, the flux of calcium
ions into the cell led to non-periodic Ca*-spikes, which was tolerated by the
cells. With higher SLO-concentrations, the investigated cells lost control about
their calcium-homeostasis. The resulting calcium-overload led to the induction

of apoptosis in the observed cells.
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