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1 Einleitung

Bakterien der Spezies Streptococcus pneumoniae (Pneumokokken) sind

o-hamolysierende, grampositive, fakultativ anaerobe Diplokokken. Die
humanpathogenen Pneumokokken haben eine Kapsel und bilden auf Nahrboden
schleimige Kolonien (s-Formen). Pneumokokken besiedeln den oberen
Respirationstrakt von 30-70 % gesunder Menschen. Klinisch manifeste Infektionen
sind meist endogenen Ursprungs bei reduzierter Immunabwehr. Pneumokokken
fuhren besonders bei kleinen Kindern, alteren Personen, splenektomierten
Patienten und bei Immunsuppression zu Pneumonie, Meningitis oder Sepsis. Nach
Schatzungen des Robert-Koch-Instituts sterben in Deutschland mindestens 4000-
8000 Menschen pro Jahr an invasiven Pneumokokken-Infektionen (Ley 2000).
Unter invasiven Infektionen versteht man das Durchbrechen der Mucosa-Schranke
durch den Krankheitserreger, bei nicht-invasiven Infektionen bleibt die Mucosa-
Schranke intakt (z. B. Bronchitis, Otitis media, Sinusitis). Mittel der Wahl zur
Therapie einer Pneumokokken-Infektion ist Penicillin, allerdings existieren in
Sudeuropa bereits zahlreiche Penicillin-resistente Serotypen.

Um neue Behandlungskonzepte oder Impfstoffe zu entwickeln, ist es wichtig, die
Virulenzfaktoren und deren Pathomechanismen zu kennen und zu verstehen. In
der vorliegenden Arbeit wurde der Pneumokokken-Virulenzfaktor Pneumolysin
(Ply) untersucht. Ply gehort zur Familie der Cholesterol-abhangigen Toxine
(CDC=cholesterol-dependent cytolysins). Die CDC haben alle eine ahnliche
Aminosauresequenz mit einer 11 Aminosauren langen, fast homologen Kette
(Undecapeptid). Die meisten der CDC weisen im Undecapeptid die Aminosaure
Cystein auf, die mit ihren Thiolgruppen Disulfidbricken bilden kann und so zu einer
Aktivierung der Toxine fuhrt. Dieses Cystein ist nicht essentiell fur den durch die
Porenbildung ausgeldsten cytolytischen Effekt. Mit Pyolysin und Intermedilysin
(Tab. 1) wurden zwischenzeitlich CDC-Vertreter entdeckt, die kein Cystein im
Undecapeptid haben. Aus diesen Grunden wurde die friher gebrauchliche
Gruppenbezeichnung Thiol-aktivierte-Cytolysine in CDC geandert (Alouf 2000;
Nagamune et al. 2000; Shepard et al. 2000; Palmer 2001). Gemeinsam ist allen
Toxinen dieser Gruppe die Bildung von Poren in cholesterolhaltigen Membranen
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(Rossjohn et al. 1998; Kelly & Jedrzejas 2000). Diese Porenbildung wurde
allerdings fur die meisten Toxine aus der CDC-Familie aus ihren cytolytischen
Effekten indirekt hergeleitet (haufig aus der beobachteten Lyse von Erythrocyten)
oder aufgrund von beobachteten Ringstrukturen, die in elektronen-
mikroskopischen Bildern von mit CDC inkubierten Zellmembranen gesehen
wurden (Billington et al. 2000). Zur Familie der CDC gehdren zahlreiche Toxine

von grampositiven Bakterien, die in Tabelle 1 zusammengestellt sind.

Tabelle 1: Auflistung der bekannten CDC (entnommen aus Billington ez al. 2000)

Organismus Toxin Abkiirzung
Arcanobakterium pyogenes Pyolysin PLO
Bacillus cereus Cereolysin CLY
Bacillus thuringiensis Thuringiolysin O

Brevibacillus laterosporus Laterosporolysin

Clostridium bifermentans Bifermentolysin

Clostridium botulinum Botulinolysin

Clostridium chauvoei Chauveolysin

Clostridium histolyticum Histolyticolysin

Clostridium novyi typ A Oedematolysin

Clostridium perfringens Perfringolysin O PFO
Clostridium septicum Septicolysin O

Clostridium tetani Tetanolysin

Listeria ivanovi Ivanolysin O ILO
Listeria monocytogenes Listeriolysin O LLO
Listeria seeligeri Seeligerilysin O LSO
Paenibacillus alvei Alveolysin ALY
Streptococcus canis Streptolysin O SLO
Streptococcus equisimilis Streptolysin O SLO
Streptococcus intermedius Intermedilysin ILY
Streptococcus pneumoniae Pneumolysin Ply
Streptococcus pyogenes Streptolysin O SLO
Streptococcus suis Suilysin SLY

Als Strukturmodell flr die CDC dient Perfringolysin O, dessen kristallographische
Strukturanalyse kurzlich gelungen ist (Abb. 1). Es besitzt 4 Doméanen, wobei die
Domane 3 zwei transmembrane Helices (TMH1+2) besitzt (Billington et al. 2000).
Diese dienen der Verankerung des Molekuls in der Zellmembran. Das
Undecapeptid befindet sich am Ende der 4. Doméane und spielt eine Rolle bei der

Cholesterolbindung und der Membraninsertion. Die Domanen 1 und 3 sind fir die
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Oligomerisation verantwortlich, wobei die Domane 3 den transmembranaren
Abschnitt bildet (Billington et al. 2000).

D1
s A o .
X /‘ /‘ {
\ /4’
4 :I
\ }
i "\."I‘/‘
D3 ~ T\MH1

TMH2

/7' pa

Abbildung 1: Strukturmodel von Perfringolysin O als Modell fiir die CDC.
D 1-4 kennzeichnet die vier Doméinen und TMH1+2 die zwei transmembranen Helices
(Hotze et al. 2001).

Pneumolysin setzt sich aus 471 Aminosauren zusammen und hat eine relative
Molmasse von 59 kDa. Es wird angenommen, dass Cholesterol nicht nur ein
Bindungspartner fur Ply ist, sondern zusatzlich als allosterischer Aktivator des
Toxins dient (Palmer et al. 1998; Abdel Ghani et al. 1999). Die Bindung von Ply an

Cholesterol flhrt zu einer Konformationsanderung des Ply. Es kommt durch eine

Umwandlung von B-Faltblatt Strukturen zu einer Zunahme der Lipophilie des Ply-
Molekuls (Kelly & Jedrzejas 2000).

Viele der CDC besitzen ein Signalpeptid, das der Freisetzung von CDC aus dem
intakten Bakterium dient (Walker et al. 1987). Eine Besonderheit von Ply ist das
Fehlen dieses Sekretions-Peptids. Daher ist der Mechanismus der Freisetzung von

Ply aus dem intakten Bakterium unbekannt. Es wurde vermutet, dass Ply lediglich



durch eine Zerstorung des Bakteriums freigesetzt wird. Dies wurde dem
Virulenzfaktor Autolysin (LytA) und exogenen Einflissen wie Antibiotikatherapie
zugeschrieben. Neuere Untersuchungen ergaben, dass die Freisetzung von Ply
unabhangig von der Zerstorung der Pneumokokken erfolgt (Balachandran et al.
2001).

Bei elektronenmikroskopischen Untersuchungen, die mit sehr hohen Ply-
Konzentrationen durchgefuhrt wurden, konnten in der Zellmembran porenahnliche
Strukturen nachgewiesen werden. Diese Strukturen mit einem Innendurchmesser
von bis zu 30 nm wurden als Ansammlung von 50 und mehr Ply-Molekulen
interpretiert (Bonev et al. 2000; Palmer 2001).

Ply ist essentiell fur eine Infektion durch Pneumokokken (Wellmer et al. 2002). Es
ist bekannt, dass hohe Ply-Konzentrationen zur Zelllyse fluhren. Besonders die
Zerstorung von Epithelzellen erméglicht den Bakterien die Penetration in den
Wirtsorganismus. Weitere Zelllyse unterstutzt die Erndhrung und Ausbreitung der
Bakterien in ihrem Wirt. Allerdings sind in den letzten Jahren mehrere Ply-Effekte
entdeckt worden, die durch sublytische Ply-Konzentrationen ausgelost werden. Am
Beispiel der Meningitis werden drei schadigende Vorgange der Pneumokokken
dargestellt. Es kommt zu (1) einer systemischen Entzindungsreaktion mit
Einwanderung von Leukozyten in den Subarachnoidalraum mit der Folge von
Vaskulitis und Hirnédem, (2) einer lokalen Aktivierung der Mikroglia und (3) einer
direkten zellschadigenden Wirkung durch die Bakterientoxine (Nau & Bruck 2002).
Bei allen drei Prozessen spielt Ply eine wichtige Rolle. Diese Wirkungen kdnnen
pharmakologisch noch nicht beeinflusst werden. So erklaren sich auch die
Beobachtungen, dass Antibiotika nur einen geringen Effekt auf die
Entzindungsreaktion haben (Nau & Bruck 2002). Nach Lyse der Pneumokokken
infolge der Antibiotika kommt es zu einer massiven Freisetzung von Ply, das auch
dann noch eine zellschadigende Wirkung ausuben kann, wenn die Pneumokokken

abgetotet sind.

In unserer Arbeitsgruppe konnte kirzlich mit Hilfe der Patch-Clamp-Methode die
Porenbildung durch Listeriolysin O (LLO) aus Listeria monocytogenes erstmals
direkt beobachtet und elektrophysiologisch charakterisiert werden (Repp et al.
2002). In der vorliegenden Arbeit sollte nun die porenbildende Wirkung von

gereinigtem Pneumolysin (Ply) elektrophysiologisch charakterisiert werden.



Abgesehen von der Lyse der Zellen werden noch weitere Ply-Wirkungen
beschrieben. Ply bindet an den Fc-Teil von IgG und aktiviert dadurch das
Komplement-System Uber den klassischen Weg. Die vermehrte und ungezielte
Aktivierung der Komplementkaskade flhrt zu einer verminderten Konzentration an
bindungsfahigen Komplement-Moleklilen im Serum (Alcantara et al. 2001).
Komplement dient der Opsonierung von Bakterien, die dadurch besser von
Granulozyten phagozytiert werden. Die verminderte Konzentration von
Komplement bedingt eine geringere Opsonierung und ein Umgehen der
korperlichen Abwehr. Auch eine Aktivierung der p38 MAPK-Signalkaskade durch
Ply und eine Auslésung der Apoptose in Zielzellen wurde beschrieben (Stringaris
et al. 2002). Ply hemmt die Proliferation und die Antikérperbildung der
Lymphocyten. Auferdem hemmt es die antibakteriellen Reaktionen von
Makrophagen (Billington et al. 2000).

1.1 Aufgabenstellung

Meine Aufgabe war zunachst, die porenbildende Wirkung von gereinigtem
Pneumolysin eingehend elektrophysiologisch mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik an
HEK293-Zellen (human embryonic kidney cells) zu charakterisieren. Anschlie3end
sollte gepruft werden, ob sich die porenbildende Potenz von Ply durch Variation
des pH-Wertes der Extrazellularlosung andert. Aufgrund der experimentellen
Ergebnisse wurde dann die Ca®-Leitfahigkeit der Ply-Poren und die dadurch
auftretenden Veranderungen an den Zielzellen naher untersucht. Eine weitere
Aufgabe war die Untersuchung der Cholesterolabhangigkeit der Ply-Porenbildung
bei sublytischen Ply-Konzentrationen. Aul3erdem sollte die Ply-Wirkung an BV2-
Zellen untersucht werden. BV2-Zellen sind Mikrogliazellen und daher ein Vertreter
fur die bei einer Pneumokokken-Meningitis betroffenen Zellen. Die abschliel3ende
Aufgabe war die Suche nach Substanzen, die Ply-Poren blockieren kdnnen. Bisher
sind fur Toxine aus der CDC-Familie noch keine Porenblocker bekannt. In die
Suche wurden vor allem Substanzen einbezogen, von denen eine Beeinflussung
von lonenkanalen bekannt ist, sowie Substanzen, die als Pharmaka klinisch

eingesetzt werden.



2 Material und Methoden

2.1 Zelllinien und Zellkultur

Es wurden mehrere Zelllinien verwendet: 1. HEK293-Zellen, die AbklUrzung steht
fur Human Embryonic Kidney Zellen. Sie sind flr elektrophysiologische
Experimente zur Untersuchung der Porenbildung gut geeignet, da sie nur eine
geringe Aktivitat endogener lonenkanale aufweisen. Das Nahrmedium fur HEK293-
Zellen bestand aus einer 1:1 Mischung aus Dulbecco modified eagle’s medium
(DMEM) mit Ham's F12, dem 10 % FKS (fetales Kalberserum) und 2 mM
L-Glutamin zugesetzt wurden. 2. Zur Messung des Einflusses der Porenbildung auf
die intrazelluldre Ca*-Konzentration wurden HEK293-Zellen eingesetzt, die mit
dem Gen des humanen Ca®-abhangigen, spannungsunabhingigen K'-Kanals
mittlerer Leitfahigkeit Nr. 4 (hSK4, auch hlK1 oder Gardos-Kanal genannt) stabil
transfiziert worden waren (Repp et al. 2002). Der K'-Strom, der durch die
Aktivierung der hSK4-Kanale entsteht, kann als Indikator fur eine Erhdhung der
intrazellularen Ca®*-Konzentration benutzt werden. Auf dem Transfektionsvektor
fir den hSK4-Kanal befindet sich zusatzlich ein Gen fir eine Geneticin-Resistenz.
Dieses Resistenzgen flhrt zu einer Unempfindlichkeit der transfizierten Zellen
gegenuber Geneticin. Zur Elimination nicht mutierter, d. h. nicht mehr Geneticin-
resistenter Zellen wurde dem normalen HEK293-Nahrmedium 400 pg/ml Geneticin
zugegeben. 3. Bei NIH3T3-Zellen handelt es sich um Mausefibroblasten. NIH3T3-
Zellen haben einen endogenen Ca?*-abhangigen, spannungs-unabhangigen K-
Kanal, der die gleichen Eigenschaften wie der hSK4-Kanal hat. Als Nahrmedium
diente DMEM mit 5% neonatalem Kalberserum und 2 mM Glutamin. 4. Um die
Wirkung von Pneumolysin (Ply) an Zellen zu untersuchen, die bei einer
Pneumokokken-Infektion des ZNS betroffen sind, wurden BV2-Zellen eingesetzt.
BV2-Zellen sind Mikrogliazellen, die aus neugeborenen Mausen gewonnen
wurden. Die mit den Makrophagen verwandten Mikrogliazellen haben die Fahigkeit
zur Phagocytose und dienen der Infektionsabwehr im ZNS. BV2-Zellen wurden in
DMEM, dem 10% neonatales Kalberserum und 2 mM Glutamin zugefugt wurden,
kultiviert.



Die Zelllinien wurden bei 37 °C, 95 % relativer Luftfeuchtigkeit und einem
CO.-Partialdruck von 6% im Inkubator (COz-Inkubator 6220, Fa Heraeus, Hanau)
in Petrischalen mit einem Durchmesser von 94 mm (Greiner GmbH, Nurtingen)
kultiviert. Die Zellen wurden alle 2 bis 3 Tage passagiert. Die Passage erfolgte
nach einem Standardprotokoll, das ausfuhrlich in der Dissertation von Dr. A.

Koschinski beschrieben wurde (Koschinski 2001).

2.2 Patch-Clamp-Experimente

2.2.1 Vorbereiten der Zellen

Die Zellen wurden 48 h vor den elektrophysiologischen Experimenten in
Petrischalen (Durchmesser 35mm) ausgesat. Dazu wurden 2 ml N&hrldsung
vorgelegt und 1-2 Tropfen einer Zellsuspension (~2 x 10° Zellen pro Schale) dazu
pipettiert. Am Messtag enthielten diese als Messkammer benutzten 35 mm-
Petrischalen sowohl einzeln liegende Zellen als auch kleine Zellgruppen. Wegen
unterschiedlicher Adharenz am Schalenboden wurden NIH3T3-Zellen am
Messstand anders vorbereitet als HEK293- und BV2-Zellen. Die HEK293- und
BV2-Zellen wurden kurz vor der Messung aus dem Inkubator genommen, die
Nahrlosung wurde abgegossen und die Zellen vorsichtig mit Extrazellularlosung
gespult. Dann wurden 2 ml Extrazellularlésung auf die Zellen gegeben (Tab. 1) und
nach 5-10 Minuten ,Ruhezeit® wurde mit der Messung begonnen. NIH3T3-Zellen
haften starker am Schalenboden als die beiden anderen Zelllinien und sind flacher.
Die flachen Zellen sind fur elektrophysiologische Messungen schwerer zuganglich.
Daher wurden die Zellen zunachst mit Extrazellularlosung gespult. Dann wurde 2
ml PBS (Phosphate buffered solution) mit Trypsin (0,5 g/l) auf die Zellen gegeben,
um Adhasionsproteine zu spalten. Unter mikroskopischer Kontrolle wurde das
Abrunden der Zellen abgewartet, das PBS abgegossen und die Zellen mit
Extrazellularldésung gespult. Das weitere Vorgehen erfolgte wie bei den HEK293-
Zellen beschrieben. Zur Messung wurden runde, einzeln liegende Zellen mit einer
gleichmaRigen Zellbegrenzung und ohne sichtbare Kontakte zu anderen Zellen

ausgewahlt.



2.2.2 Der Patch-Clamp-Messstand und die Patch-Clamp-Messung

Die fur die elektrophysiologischen Experimente benutzten Mikropipetten wurden
jeweils unmittelbar am Messtag aus Glaskapillaren mit einem Horizontalpuller
(Flaming-Brown Puller P-97, Sutter Instruments Co, USA) hergestellt und
feuerpoliert (CPZ101 Pipette Forge, Luigs & Neumann GmbH, Ratingen).

Die Experimente wurden an einem Patch-Clamp-Messstand durchgefiihrt, der
gegenuber auleren elektrischen Einflissen von einem Faraday-Kafig umgeben
war. Abbildung 2 zeigt den schematischen Aufbau. Die Zellen in den 35 mm-
Schalen befanden sich im Strahlengang eines Invertmikroskops (Leica DM-IRB,
Leica GmbH, Solms), dessen thermoregulierte Messkammerhalterung Messungen
bei verschiedenen Temperaturen ermdéglichte (Temperatur Control System, Luigs
& Neumann GmbH, Ratingen). Die Patchpipette wurde mit einem
elektromechanischen Mikromanipulator an die Zelle gefiihrt. Um Uber- bzw.
Unterdruck in der Mikropipette zu erzeugen, wurde diese mit einer 50 ml Spritze
uber ein Mess- und Kontrollsystem verbunden.
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau des Patch-Clamp-Messstandes. a: Kondensor,
b: Objektiv; c: Halterung fiir die Petrischale und Pethier-Elemente; d: Patchpipette mit
Intrazelluldrlosung und Ableitelektrode; e: Petrischale als Messkammer mit Zellen und
Extrazelluldrlosung; f: Vorverstarker; g: Badelektrode; h: Druckmessung mit Wassersiule
zur Kontrolle und Steuerung von Uber- bzw. Unterdruck in der Patchpipette; i: Drei-Wege-
Hahn; j: Spritze zur Erzeugung von Unter- bzw. Uberdruck an der Patchpipette.



Die Membranstrome wurden direkt an der Messkammer von einem Vorverstarker
aufgenommen und in  Spannungssignale umgewandelt. Damit die
Membranpotentiale der Zellen nicht zusammenbrechen, hat der Vorverstarker
einen sehr hohen Eingangswiderstand. Der Patch-Clamp-Verstarker (EPC-8, List
Electronics GmbH, Darmstadt) dient zum einen der Aufnahme der Messsignale
und zum anderen der Regelung der Mempranpotentiale bzw. des Membranstroms.
Zur Verarbeitung wurden die Signale Uber einen Analog/Digital-Wandler digitalisiert
an einen PC geleitet. Die Digitalisierungsfrequenz lag bei 333 Hz, die
Filterfrequenz lag bei 100 Hz. Die Experimente wurden mit dem Programm Pulse +

PulseFit (v8.50, HEKA Elektronic, Lambrecht) gesteuert und ausgewertet.

Zur Messung wurde die Patchpipette mit leichtem Uberdruck, um das Anheften
von kleinen Partikeln an der Pipettenspitze zu vermeiden, in die
Extrazellulariosung getaucht. Der elektrische Widerstand der Pipette wurde
standig durch einen Testpuls von 10 mV und Messen des dabei flielienden Stroms
kontrolliert. War die Pipette frei in der Losung, registrierte man einen Widerstand
von 7-12 MQ. Durch den Uberdruck an der Pipettenspitze wurde die Zellmembran

bei Annaherung leicht eingedellt, wobei der gemessene Widerstand um mehrere

100 kQ zunahm. Durch Wegnahme des Uberdrucks naherte sich die Zellmembran
an die Mikropipette und es entstand eine enge Verbindung zwischen der
Zellmembran und der feuerpolierten Patchpipette. Dabei stieg der Widerstand auf
2-20 GQ an (Hamill et al. 1981). Nun wurde bei leichtem Unterdruck ein
Spannungsimpuls von -950 mV fur 100 ps gegeben und so die Membran
durchbrochen. Die Patchpipette mit der Ableitelektrode war dadurch leitend mit
dem Zytoplasma der Zelle verbunden. In der vorliegenden Arbeit wurde
ausschlieBlich diese sog. Whole-Cell-Konfiguration verwendet. Alle Experimente

wurden bei einer Badtemperatur von 21°C durchgeflhrt.

2.2.3 Applikation und Badperfusion

Das Toxin Pneumolysin (Ply) und die untersuchten Substanzen wurden mit einer
Kolbenhubpipette (Eppendorf, Hamburg) in die Nahe der gemessenen Zellen direkt
in die Badlosung appliziert. In einigen Experimenten wurde die Extrazellularlosung

mittels einer Badperfusionsanlage ausgetauscht (Abb. 3).



Mikro-
manipulator

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Badperfusion. a: Vorratsgefdle fiir
Extrazelluldrlosungen; b: Schlauchklemmen; c: Schlauchleitung; d: Ausstromdiise;
e: Messkammer; f: gemessene Zelle; g: Patchpipette; h: Absaugschlauch auf dem Niveau
von 2 ml Badldsung; i: Auffanggefd3 mit Fliissigkeitsfalle; j: Pumpe.

Hierzu wurde ein Zulauf mit Extrazellularibsung und eine Absaugung an die
Messkammer angeschlossen. Eine 5 ml Spritze als Vorratsgefal® war uber
Polyethylenschldauche mit der Ausstromduse, einer Injektionskantle (0,5 mm
Innendurchmesser) verbunden. Die Ausstromdise wurde mit einem mechanischen
Mikromanipulator (Leitz, Wetzlar) in die Nahe der gemessenen Zelle gebracht. Die
Durchflussgeschwindigkeit wurde mit Schlauchklemmen und uber die Hohe der
Vorratsgefalle gesteuert. Messungen mit einer Farbstofflésung zeigten, dass
innerhalb von wenigen Sekunden die Zellen in der Nahe der Ausstromdise
vollstandig von der Farbstoffloésung umgeben waren. In einigen Experimenten
wurde das Toxin Ply kontinuierlich Uber die Badperfusionsanlage appliziert. Als
Vorratsgefal® fur die Ply-haltige Extrazellularldsung diente eine 0,5 ml Insulin-
Spritze, die Uber einen Polyethylenschlauch mit der Ausstromdise verbunden war.
Das Volumen im Bad wurde durch eine Absaugung konstant bei 2 ml gehalten. Als
Vakuumpumpe diente eine Aquarienpumpe mit einer FlUssigkeitsfalle. Die
Austauschgeschwindigkeit lag je nach Experiment bei 0,5 bis 1,0 ml/min.
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2.2.4 Verwendete Losungen

Die in den Experimenten verwendeten Extra- und Intrazellularidsungen sind in

Tabelle 2 und 3 aufgelistet.
Tabelle 2: Extrazellularlosungen
A: physiologische Extrazelluldrlosungen:

Name  NaCl KClI MgCl, CaCl, BaCl, Glucose HEPES PIPES

E 140 3 2 2 - 15 10 -
Eiga 140 3 2 - 2 15 10 -
Epns,s 140 3 2 2 - 15 - 10

Alle, in Bezug auf Na" und K physiologischen Extrazellularlosungen wurden mit einer
NaOH-Losung auf einen pH-Wert von 7,35 bzw. 6,5 eingestellt. Dies erhohte die Na'-
Konzentration auf 144 mM. Es wurden folgende Puffer eingesetzt: HEPES mit einem pH-
Bereich von 6,8-8,2 (pK 7,5) und PIPES mit einem pH-Bereich von 6,1-7,5 (pK 6,8).
Ei: Standard  Extrazelluldrlosung, Eyues:  Extrazelluldrlosung mit  pH=6,5,

Eip.: Extrazelluldrldsung mit Ba** anstelle von Ca*".

B: nichtphysiologische Extrazelluldrlosungen:

Nam MgCl; CaCl, Cholin-Cl TEA-Cl Arginin-Cl Glucose HEPES  pH-Wert-

e Einstellung
Echol 2 2 143 - - 15 10 3 mM KOH
Etea - - - 150 - 15 10 1 mM KOH
Enrg - - - - 150 15 10 1 mM HCl

Alle nichtphysiologischen Extrazelluldrlosungen wurden auf einen pH-Wert von 7,35
eingestellt. Eao: Extrazellularlosung mit Cholinchlorid, Erea: Extrazelluldrlosung mit

Tetraethylammonium-Chlorid, Ear: Extrazelluldrlosung mit Arginin-Chlorid.

Alle Konzentrationen sind - soweit nicht anders bezeichnet - in mM angegeben.
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Tabelle 3: Intrazelluldrlésungen

Nam KGlu NaCl MgCl, CaCl. BAPTA Glucose HEPES KCl  Arg-Glu
e

Iblie 140 20 2 2962uM 0,1 15 10 ] )
Ible, 140 20 2 0 0,1 15 10 ; -
- ) ) ) _ _ _ 10 150 -
Tasg ; ; ; ] ] _ 10 ) 150

Alle Intrazelluldrlosungen (Ibly) wurden mit einer KOH-Ldsung auf einen pH-Wert von 7,3
eingestellt. Dies erhohte die K'-Konzentration auf 144 mM. Ibl:: physiologische
Intrazelluldrlosungen mit BAPTA, low buffered. Die freie Ca*" -Konzentration betrigt
100 nM bei Iblipp und nominell 0 bei Ibly (Koschinski 2001). Ikci: nichtphysiologische
Intrazelluldrlosung mit KCI; Ia,: nichtphysiologische Intrazelluldrlosung mit Arginin-
Chlorid.

Alle Konzentrationen sind - soweit nicht anders bezeichnet - in mM angegeben.

2.2.5 Korrektur der Liquid-Junction-Potentiale

Bei Verwendung unterschiedlicher lonen in den Intra- und Extrazellularldsungen
bildet sich durch deren unterschiedlichen Beweglichkeiten an der Spitze der
Patchpipette, im Sinne eines Donnan-Potentials, ein so genanntes Liquid-Junction-
Potential aus (Barry & Lynch 1991; Neher 1992). Es musste daher ein
Korrekturwert von -10 mV zu den Membranpotentialen dazugerechnet werden,

wenn die Intrazellularldsungen Ibliee und Ibly verwendet wurden.

2.2.6 Osmolalitiaten

Zellen reagieren auf Osmolalitdtsunterschiede zwischen intra- und extrazellularen
Lésungen durch Schwellung bzw. Schrumpfung. Ein Osmolalitatsunterschied muss
deshalb ausgeglichen werden. Die Osmolalitat aller verwendeten Lésungen wurde
mit einem Kryo-Osmometer (Osmomat 030, Gonotec GmbH, Berlin) gemessen
und die Extrazellularidsungen mit Sorbitol auf die hdhere Osmolalitat der
Intrazellulariésungen (305-318 mosmol/kg) eingestellt. Sorbitol wurde in der
entsprechenden Extrazellularldsung angesetzt.
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2.3 Substanzen

2.3.1 Pneumolysin

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete, hochgereinigte Ply wurde uns von
Professor Dr. T. Chakraborty und seinem Mitarbeiter Dr. A. Darji (Institut fur
Medizinische Mikrobiologie, Justus-Liebig-Universitat Gielten) zur Verfigung
gestellt. Die Ply-Konzentrationen der von uns benutzten Chargen betrugen
485 pg/ml (Charge I) und 450 ug/ml (Charge II).

Proteine neigen dazu, sich durch elektrostatische Anziehung an den Wanden von
Probengefalten anzulagern. Dies wirde besonders bei den verwendeten Ply-
Konzentrationen im ng/ml Bereich zum deutlichen Substanzverlust aus der Ldsung
an die GefaBwande fuhren. Um dies zu verhindern, wurde den Toxinldsungen
fettsaurefreies Rinderalbumin (FAF-BSA = fatty acid free bovine serum albumin,
Firma Sigma) zugesetzt, wodurch unspezifische Bindungsstellen an den Wanden
der Probengefalte und Messkammern abgesattigt werden. Das FAF-BSA wurde
den Ldsungen in 5 g/l zugegeben. Bei einem applizierten Volumen von 50 pl in
2 ml Badvolumen betrug die Endkonzentration von FAF-BSA dann 125 mg/l. In
Kontrollexperimenten wurde gezeigt, dass FAF-BSA selbst keine Wirkung auf die

Membranstrome der untersuchten Zellen hat.

2.3.2 Thapsigargin

Im Rahmen der Experimente zur Veranderung der intrazellularen Ca?'-
Konzentration wurde die mogliche Beteiligung der Ca*-Speicher des sarco/
endoplasmatischen Retikulums geprift. Dazu wurden die intrazellularen Ca*-
Speicher mit Hilfe von Thapsigargin (Sigma, Taufkirchen) ,entleert. Es handelt
sich dabei um einen potenten, membranpermeablen Blocker der mikrosomalen
Ca*-ATPase. Durch Hemmung dieses Enzyms wird die ATP-abhangige
Wiederaufnahme von Ca?* in die intrazellularen Ca?*-Speicher verhindert. Ca** tritt
physiologischerweise und signalgesteuert aus den intrazellularen Speichern aus.
Da das Ca*" unter Thapsigargin nicht mehr aufgenommen werden kann, kommt es
indirekt zur Entleerung dieser Ca* -Speicher (Takemura et al. 1990). Thapsigargin
wurde eine Stunde vor dem jeweiligen Experiment in einer Endkonzentration von

100 uM dem Zellkulturmedium bei 37°C zugegeben.
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2.3.3 Cholesterol-Oxidase und Methyl-Beta-Cyclodextrin

Um den Einfluss von Cholesterol in der Zellmembran auf die Ply-Porenbildung zu
untersuchen, wurde die Cholesterolkonzentration in der Membran verringert.
Hierzu wurden zum einen das Enzym Cholesterol-Oxidase (Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim) und zum anderen das Methyl-Beta-Cyclodextrin (MBCD)
(Sigma) verwendet. Die Cholesterol-Oxidase oxidiert in der Membran befindliches
Cholesterol, ohne dabei die Fluiditat der Membran stark zu beeinflussen (Gimpl et
al. 1997). Das MBCD extrahiert Cholesterol reversibel aus der Zellmembran und
bildet mit dem Cholesterol Micellen. Es entsteht ein Gleichgewicht zwischen dem
Cholesterol in der Zellmembran und in den Micellen (Gimpl et al. 1997).

2.3.4 Substanzen zur moglichen Blockade der Ply-Porenstrome

Eine Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit war, Substanzen zu suchen, die
Ply-Poren hemmen. In Tabelle 4 sind die getesteten Substanzen alphabetisch
aufgelistet.

Tabelle 4: Substanzen zur moglichen Beeinflussung von Ply-Poren

Substanz (Name, Firma) Mw Wirkstoffgruppe/Wirkungsmechanismus
(g/mol)

Acetylsalicylsdure (ASS, 180,0 nichtsteroidales Antiphlogistikum

Sigma)

Aluminium (AICls, Sigma) 133,3 Element der III. Hauptgruppe

Amantadin (Sigma) 187,7 NMDA-Rezeptorenblocker

Amitryptillin (Saroten®, 277,4 Tricyclisches Antidepressivum, blockiert

Bayer) Rezeptoren des Typs 5-HTza, 5-HTac, 5-

HT;, a;, o, H;, mAch, Na'-Kanile sowie
Transporter flir Noradrenalin und Serotonin

Biperiden (Akineton®, 3115 m-ACh-Rezeptor-Antagonist

Knoll)

Certoparin (MonoEmbolex®, Thromboseprophylaktikum

Novartis)

Charybdotoxin (ChTX, 4296 blockiert Ca*"-abhidngige und spannungs-

Latoxan) abhingige sowie spannungsunabhingige
K'-Kanile

Cis-Atracurium (Nimbex®, 1244 nicht-depolarisierendes Muskelrelaxanz

GlaxoSmithKline)

Clotrimazol (Sigma) 345,0 Antimykotikum, blockiert K'-Kanale

Cromoglicinséure (Sigma) 5123 Cl'-Kanal-Blocker
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Substanz (Name, Firma) Mw Wirkstoffgruppe/Wirkungsmechanismus
(g/mol)

Dantrolen (Dantrolen®, 314,3 myotropes Muskelrelaxans, blockiert intra-

Procter & Gamble Pharma)) zelluldre Ca**-Freisetzung

Diazepam (Valium®, Roche) ~ 284,7 Benzodiazepin

DIDS (4,4’Diisothiocyanato- ~ 499,0 hemmt spannungsabhingige Cl-Kanéile

Stilbene-2,2’-Disulfon

Sédure, Sigma)

Digoxin (Novodigal®, Lilly) 780,9 Hemmung der Na"/K*-ATPase

Dimetinden (Fenistil®, 292.4 Antihistaminikum

Novartis)

EDTA (Merck) 3723 Chelatbildner

Ergotamin (DET MS"®, 583,7 Mutterkornalkaloid

Renschler)

Erythromycin (Sigma) 733.9 Makrolid-Antibiotikum, blockiert verschie-
dene K'-Kanaltypen

Fluoxetin (Fluctin®, Lilly) 3458 Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer (SSRI
=selective serotonin reuptake inhibitor)

Furosemid (ratiopharm) 330,8 Schleifendiuretikum, hemmt kompetitiv
den Na'/K'/2CI-Cotransporter

Gadolinium (GdCls, Sigma) 371,7 ein Element der Lanthanoide. Es hemmt
K"-Kanile

Iberiotoxin (IbTX, Latoxan) 4230 blockiert Ca?"-abhingige und spannungs-
abhdngige sowie spannungsunabhidngige
K*-Kanile

Ketamin (Ketamin Inresa® ) 274,2 NMDA-Rezeptoren-Blocker

Lanthan (LaCls, Sigma) 371,4 Element der Lanthanoide

Lithium (LiCl, Sigma) 42,4 Element der 1. Hauptgruppe

Lorazepam (Tavor®, Wyeth)  321,0 Benzodiazepin

Mangan (MnCl,, Sigma) 125,8 Element der VII. Nebengruppe

Margatoxin (MgTX, 4179 blockiert Ca*"-abhidngige und spannungs-

Latoxan) abhingige sowie spannungsunabhingige
K'-Kanéle

Mirtazapin (Remergil®, 265,4 Tetrazyklisches Antidepressivum

Organon)

Phenobarbital (Luminal®, 2323 Barbiturat

Desitin)

Phenytoin (Sigma) 2743 Antiepileptikum,  blockiert  spannungs-
abhingige Na'- und Ca*'- Kanile

Pirfenidon (Tocris) 182,2 Hemmt u.a. die Bildung von TNF,

Procainamid (Novocain®, 273,0 Lokalandsthetikum vom Esther-Typ,

Hoechst AG) blockiert spannungsabhingige Na'-Kanile

Strychnin (Sigma) 370,9 blockiert postsynaptische Glycina
-Rezeptoren im Riickenmark

Succinylcholin (Sigma) 361,3 depolarisierendes Muskelrelaxanz

Tamoxifen (Sigma) 563,6 Antidstrogen
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Substanz (Name, Firma) Mw Wirkstoffgruppe/Wirkungsmechanismus

(g/mol)
Terbutalin (Bricanyl®, 2253 B.-Sympathomimetikum
AstraZeneca)
Tubocurarin (Sigma) 682,9 nicht-depolarisierendes Muskelrelaxanz
Ytterbium (YbCl;, Sigma) 387,5 Element der Lanthanoide
Zink (ZnCl,, Sigma) 136,3 Element der II. Nebengruppe

2.3.5 Feinchemikalien

Die nicht gesondert aufgefliihrten Feinchemikalien wurden von der Firma Sigma

GmbH, Taufkirchen bzw. Firma Merck, Darmstadt bezogen.

2.4 Statistische Auswertung und Darstellung

Die statistische Auswertung und Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe des
Programms Graph Pad Prism, Version 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego,
USA). Die Angabe von Mittelwerten erfolgte £+ SEM.
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3 Ergebnisse

3.1 Elektrophysiologische Eigenschaften von HEK293-Zellen

HEK293-Zellen wurden in unserer Arbeitsgruppe bereits erfolgreich zur
elektrophysiologischen Charakterisierung der Porenbildung durch Listeriolysin O
eingesetzt (Repp et al. 2002). Daher lag es nahe, diesen Zelltyp auch fur die
geplante Untersuchung der Porenbildung durch Pneumolysin (Ply) zu verwenden.
HEK293-Zellen haben in der Whole-Cell-Konfiguration im Current-Clamp-Modus
ein  Ruhemembranpotential von -28 + 1 mV (n=52). Eine typische Strom-
Spannungs-Kurve im Voltage-Clamp-Modus gemessen zeigt Abb. 4. Ab einem
Membranpotential von positiver als -30 mV kommt es zu einer Aktivierung eines
spannungsabhangigen, Ca*-unabhéngigen K'-Stroms. Dieser K*-Auswartsstrom
erreicht seine maximale Amplitude erst nach ca. 100 ms, es handelt sich hier um

einen verzogert aktivierenden K*-Auswartsstrom (sog. ,delayed outward rectifier”).

[pA]

200 ~

100

[ I I I I I I I I I
-14 S0 =60 -40 -20 20 40 60 80 [mV]

Abbildung 4: Typische Strom-Spannungs-Beziehung einer HEK293-Zelle. Ausgehend von
einem Haltepotential von -50 mV wurde das Membranpotential in 20 mV Schritten von
-130 bis +50 mV verédndert. Zwischen den verschiedenen Spannungspulsen, die jeweils fiir
400 ms anlagen, wurde fiir jeweils 100 ms auf das Haltepotential zuriickgeschaltet. Die auf
der y-Achse dargestellten Membranstrome wurden am Ende der 400 ms dauernden
Spannungspulse gemessen. Mittelwerte aus 3 Messreihen an einer Zelle. Als
Extrazelluldrlosung wurde E,, als Intrazelluldrlosung Ibl, eingesetzt.
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In der Literatur wird fur HEK293-Zellen auRerdem ein transienter Ca*-Strom
beschrieben, der bei Membranpotentialen ab -40 mV durch Depolarisation aktiviert
wird (Berjukow et al. 1996). Unter unseren Messbedingungen konnte dieser Ca*-
Strom jedoch nicht registriert werden.

3.2 Charakterisierung der durch Pneumolysin gebildeten Poren

3.2.1 Porenbildung durch Pneumolysin in der Plasmamembran von
HEK293-Zellen

Um eine Aktivierung der endogenen, im vorhergehenden Abschnitt beschriebenen
K*- und Ca*-Kanale der HEK293-Zellen zu vermeiden, wurden die Messungen zur
Porenbildung durch Ply bei einem Membranhaltepotential von -50 mV
durchgeflhrt.

A 7

200 400 600 [s]

o
12

A4

0 200 400 600 [s]

Abbildung 5: A, B Zeitlicher Verlauf der Membranstrome von zwei HEK293-Zellen bei
einem Membranpotential von -50 mV. Die Pfeile kennzeichnen jeweils die Applikation
von 1 ng/ml Ply. Die eingezeichneten Linien markieren verschiedene Stromniveaus die
durch Offnung bzw. SchlieBung von Ply-Poren erreicht werden. In den Kisten
hervorgehoben und vergroBert dargestellt sind unterschiedliche Kinetiken von Ply-
Porenschliissen. Als Extrazelluldrlosung wurde E,, als Intrazelluldrlosung Ibl,¢ eingesetzt.

18



Abbildung 5 zeigt zwei Membranstromregistrierungen an HEK293-Zellen nach
Applikation von 1 ng/ml Ply. Die Zelle in der Abb. 5 A zeigt einen unspezifischen
Membranstrom von etwa -40 pA. Dieser bleibt nach Ply-Applikation fur ca. 220 s

konstant und nimmt dann schlagartig (< 10 ms bei einer Filterfrequenz von
100 Hz) um etwa -170 pA zu. Diese schnelle Stromzunahme wird durch die
Offnung einer Ply-Pore hervorgerufen. Im weiteren Verlauf kann man zahlreiche
solcher Porendffnungen sehen. Besonders typische Porenstrome wurden in den
Kasten (Abb. 5) vergrolRert dargestellt. Man beachte, dass nach mehreren
Porendffnungen und -schlielungen der Membranstrom fast wieder die Amplitude
des unspezifischen Membranstroms vor der Ply-Applikation erreicht. Abbildung
5 B zeigt ein weiteres Beispiel des Verlaufs der Porenbildung durch Ply. Etwa
120 s nach der Applikation von 1 ng/ml Ply offnet sich die erste Pore. Diese
schlie8t innerhalb weniger Sekunden vollstandig. Nach der SchlieBung der 2.
Porendffnung bildet sich ein neues Stromniveau mit einer im Vergleich zum
unspezifischen Membranstrom vor der Porenéffnung grofleren Amplitude. Im
weiteren Verlauf sieht man das Offnen und SchlieBen zahlreicher Poren, wobei in
den Kasten einige typische Porendffnungen und -schliefungen vergroflert
dargestellt sind.

Besonders aus den Kasten der Abb. 5 sieht man, dass verschiedene
Stromverlaufe beim Ply-Porenschluss existieren. Zum einen gibt es einen
Porenschluss, bei dem der Porenstrom innerhalb von 10 ms wieder abnimmt, zum
anderen kann der Porenstrom auch langsamer wieder abnehmen. Es kommen
aber auch gemischte Porenschlisse vor, in denen der Porenstrom zu einem
Zeitpunkt schnell und dann im weiteren Zeitverlauf langsam abnimmt, bis der
Ausgangsstrom erreicht ist. Von 90 Ply-Poren mit einer Porenstromamplitude von
etwa 200 pA und einer Offenzeit von mindestens 5 s schlieen 44% schnell und
28% langsam. Die verbleibenden 28% der Poren haben einen gemischten
Porenschluss. Ply-Poren kénnen auch fur langere Zeit gedffnet bleiben. Es bildet

sich dann ein zum unspezifischen Membranstrom erhéhtes Stromniveau (Abb. 5).

In einigen Experimenten gelang es, das Offnen und SchlieRen von Ply-Poren (ber
einen Zeitraum von bis zu 110 Minuten nach der Applikation von Ply zu messen
(Abb. 6). Nach Applikation von Ply in einer Badkonzentration von 1 ng/ml bildete

sich nach etwa 200 s die erste Pore. Die Haufigkeit der Porendffnungen und
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Abbildung 6: Registrierung der Porendffnungen und -schlieBungen durch Ply an einer
HEK293-Zelle bei einem Membranhaltepotential von -50 mV. Der Pfeil kennzeichnet die
Applikation von Ply in einer Konzentration von 1 ng/ml. Extrazelluldr wurde E, -Ldsung,
intrazellulér Ibl,o -LOsung eingesetzt.

-schlieBungen nahm in den ersten 30 Minuten zu, um dann wieder abzunehmen,
bis nach 90 Minuten nur noch sehr vereinzelt Porendffnungen und -schlielungen
beobachtet werden konnten. Auch nach der Offnung und SchlieBung von
mehreren grolden Poren wurde immer wieder die Amplitude des unspezifischen
Membranstroms erreicht. Diese Langzeitexperimente zeigen deutlich, dass
HEK293-Zellen bei einer Konzentration von 1 ng/ml Ply trotz Porenéffnungen und
-schlieBungen Uber mehrere Stunden intakt bleiben kénnen. Das
Membranpotential lag vor der Ply-Applikation bei -18 mV und am Ende des
Experiments bei -16 mV.
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3.2.2 Konzentrationsabhangigkeit der Porenbildung durch Pneumolysin

Die Abb. 7 zeigt die Porenbildung durch Ply bei Toxinkonzentrationen von 1, 10
und 100 ng/ml. In Abb. 7 A sieht man, dass etwa 25 s nach Applikation von
100 ng/ml Ply die erste Porendffnung zu registrieren ist und dann innerhalb von
Sekunden weitere Porenbildungen folgen. Nach etwa einer Minute betragt der
Membranstrom bereits -1,5 nA. Mikroskopisch war eine groRe Zahl von
Cytoplasmaausstulpungen, sog. blebs, auf der Zelloberflache zu beobachten. Die
porenbildende Wirkung von 10 ng/ml Ply ist in Abb. 7 B zu sehen. Etwa 40 s nach
der Applikation bildet sich die erste Pore, die schnell wieder schliel3t. Weitere
Porenoéffnungen und -schlieBungen folgen kurz hintereinander. Die Zelle hat nach
etwa 180 s einen Membranstrom von mehr als -1,5 nA und zeigte mikroskopisch
ebenfalls viele blebs an der Zelloberflache. Abbildung 7 C zeigt, dass sich ca.
130 s nach Applikation von 1 ng/ml Ply die erste Pore bildet und innerhalb weniger
Sekunden wieder schliel3t. Weitere Porenéffnungen und -schliellungen folgen. Der
unspezifische Membranstrom wird immer wieder zwischen den voneinander gut
abzugrenzenden Porendffnungen und -schlieBungen erreicht. Mikroskopisch
konnten keine blebs an der Zelloberflache beobachtet werden. Nicht gezeigt sind
die Experimente mit 0,1 ng/ml Ply. Hierbei kam es nur zu sehr wenigen

Porenbildungen, die in einem relativ grol3en Abstand voneinander stattfanden.

Zur quantitativen Bestimmung der Ply-Wirkung bei unterschiedlichen
Konzentrationen wurde die durch die Ply-Poren flieRende Ladung bestimmt. Hierzu
wurde die Flache unter der Strom-Zeit-Kurve (und damit die geflossene Netto-
Ladung) Uber 2 Minuten nach der ersten Porendffnung bestimmt und die Flache
unterhalb des jeweiligen unspezifischen Membranstroms abgezogen (Tab. 4). Die
Abbildung 8 zeigt die entsprechende Konzentrations-Wirkungskurve. Die
Anpassung der Hill-Gleichung an die Messdaten mit Hilfe des Least-Squares-
Verfahrens ergab eine  halbmaximale effektive  Konzentration von
ECso= 9,2 £ 1,0 ng/ml bei einem Hill-Koeffizienten von 1,17 + 0,02. Bei nach oben
frei auslaufender Kurve ergibt sich ein Wert fur die maximal flieRende Ladung von
82 nC/min und ist damit sehr nahe der theoretisch maximal flieRenden Ladung von
90 nC/min unter den gegebenen Messbedingungen. Diese errechnet sich aus einer
senkrechten Stromzunahme auf den maximal registrierten Membranstrom von
-1,5 nA.
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Abbildung 7: Konzentrationsabhéngigkeit der Porenbildung durch Ply. Membranstrome
von drei HEK293-Zellen bei einem Membranhaltepotential von -50 mV. Der Pfeil
kennzeichnet jeweils die Applikation von Ply in einer Konzentration von 100 ng/ml (A),
10 ng/ml (B) und 1 ng/ml (C). 0 entspricht dem Zeitpunkt der Toxinapplikation. Als
Extrazelluldrlosung wurde E,, als Intrazelluldrlosung Ibl;o eingesetzt.
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Tabelle 4: Konzentrations-Wirkungsbeziehung der Porenbildung durch
Pneumolysin

Ply - Zeit von der Applikation bis Durch Ply-Poren stromende
Konzentration zur 1. Porenéffnung in s Ladung in nC/min

100 ng/ml 22+ 3 (n=4) 80,5+ 7,2 (n=3)
10 ng/ml 32410 (n=4) 448+ 5,3 (n=3)
1 ng/ml 139+23 (n=9) 6,0+ 2,6 (n=3)

0,1 ng/ml 63+ 7 (n=3) 0,2+ 0,1 (n=3)

[\ O8] B W =N - 0 el
=] ) (=] S =] ) (=] =]
| | | | | | | J
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=
L
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Abbildung 8: Konzentrations-Wirkungsbeziehung der Porenbildung durch Ply an
HEK293-Zellen bei pH 7,35. Auf der Ordinate ist die durch die Ply-Poren geflossene
Ladung und auf der Abszisse die Ply-Konzentration aufgetragen. Die jeweiligen Werte
stammen aus Tab. 4. Die Kurve wurde mit Hilfe der Hill-Gleichung

[fmax
L= ECso n
1+ ( )
c
nach dem Least-Squares-Verfahren an die Daten angepasst. Dabei ist L die geflossene
Ladung in nC/min, L.« die maximal geflossene Ladung (85,4 nC/min), ECso = 9,2 ng/ml

die halbmaximale effektive Ply-Konzentration, ¢ die eingesetzten Ply-Konzentrationen und
der Hill-Koeffizient n = 1,2.
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3.2.3 Elementare Strome der Pneumolysin-Poren

Zur Bestimmung der Amplituden der elementaren Strome durch die Ply-Poren
wurden nur Porendffnungen herangezogen, da die Porenschlisse sowohl in einer
langsamen als auch in einer schnellen Form bzw. einer Mischform erfolgen und es
auch nicht immer zu einem vollstandigen Porenschluss kam (siehe 3.2.1). Die
Differenz aus dem Membranstrom nach Porenéffnung und dem Membranstrom vor
dem Offnen dieser Pore definiert den Porenstrom. Die Messungen erfolgten bei
einem Membranpotential von -50 mV. Fir die Auswertung wurden nur
Porenstrome berucksichtigt, bei denen der Gesamtmembranstrom weniger als
-1 nA betrug. Bei einem groReren Membranstrom sind die einzelnen
Porenstromamplituden nicht mehr eindeutig zu identifizieren und auszuwerten. Fur
eine Ply-Konzentration von 1 ng/ml konnten 228 Porendffnungen ausgewertet
werden. Abbildung 9 A zeigt das zugehorige Amplitudenhistogramm, das bereits
vermuten lasst, dass es verschiedene Amplitudenmaxima der Porenstrome gibt.
FUr die biometrische Auswertung wurde eine Summe von Rosin-Rammler-
Sperling-Weibull-Funktionen (RRSW) (Weibull 1951; Brockmeier 1991) an die
Daten fur die kumulative Haufigkeit angepasst. Alternative Anpassungen wurden
mit Hilfe des F-Test verglichen. Das Bestimmtheitsmald fir die ausgewahlte
Anpassung betrug 99,8%. Der erste Mittelwert der Verteilung liegt bei 34 + 11 pA
(n=98), der zweite bei 65 + 18 pA (n=71) und der dritte bei 168 + 60 pA (n=51).
Der Mittelwert mit 34 pA entspricht dem Elementarstrom der kleinsten Pore, die
weiteren Mittelwerte entsprechen dem 2- und 5-fachen des Elementarstroms der
kleinsten Pore.

Fir eine Ply-Konzentration von 10 ng/ml konnten 263 Porendffnungen ausgewertet
werden. Abbildung 9 B zeigt, dass im Vergleich zur Ply-Konzentration von 1 ng/ml
haufiger Poren mit hdheren Stromamplituden auftreten. Es wurde eine Summe von
RRSW-Funktionen an die Daten fur die kumulative Haufigkeit angepasst.
Alternative Anpassungen wurden mit Hilfe des F-Test verglichen. Fur die
ausgewahlte Anpassung wurden die ersten beiden Mittelwerte der Verteilung mit
34 pA und 65 pA auf die entsprechenden Mittelwerte festgelegt (fixiert), die bei
einer Ply-Konzentration von 1 ng/ml ermittelt wurden. Zusatzlich errechnet sich ein
dritter Mittelwert von 134 + 30 pA (n=78) und ein vierter von 277 + 86 pA (n=63).

Die beiden letztgenannten Mittelwerte entsprechen dem 4- und 8-fachen des
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Elementarstroms der kleinsten Pore. Das Bestimmtheitsmal} fur diese ausgewahlte
Anpassung betrug 99,9 %.
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Abbildung 9: Amplitudenhistogramme der durch Ply bei einer Konzentration von 1 ng/ml
(A) und 10 ng/ml (B) gemessenen Porenstromamplituden bei einem Membranpotential
von -50 mV. Die rechten Ordinaten geben die absoluten Hiufigkeiten an, wobei die
Klassenbreite des Porenstroms 5 pA ist. Die linken Ordinaten geben die relative Dichte
[%] der RRSW-Funktionen wieder. Die durchgezogenen Linien geben die Summation der
einzelnen errechneten RRSW-Funktionen wieder. Fiir die Auswertung wurden 228 Poren
bei einer Ply-Konzentration von 1 ng/ml und 263 Poren bei 10 ng/ml herangezogen. Bei
1 ng/ml Ply wurden 4 Poren mit einer Porenstromamplitude groBer als 300 pA nicht bei
der Berechnung beriicksichtigt.
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3.2.4 pH-Abhédngigkeit der Kinetik der Pneumolysin-Poren

FUr Listeriolysin wurde eine Zunahme der Aktivitat im sauren pH-Bereich
beobachtet (Glomski et al. 2002). Daher wurde nun untersucht, ob sich die
Aktivitat von Ply bei einem pH-Wert von 6,5 im Vergleich zu 7,35 verandert. Hierzu
wurde die Extrazellularldsung auf einen pH-Wert von 6,5 eingestellt (Eqres) und
eine Konzentrations-Wirkungsbeziehung analog zu den Experimenten im Kapitel
3.2.2 ermittelt. Die Membranstromregistrierungen bei 100, 10, 1 und 0,1 ng/ml Ply
unterscheiden sich im Vergleich zu den Membranstrom-registrierungen bei pH 7,35
nicht. Zur quantitativen Auswertung wurde auch hier die durch die Ply-Poren
flieBende Ladung bestimmt (siehe Kapitel 3.2.2). Tabelle 5 fasst die Ergebnisse
zusammen und stellt sie den Ergebnissen aus Tabelle 4 gegenuber.

Tabelle 5: Konzentrations-Wirkungsbeziehung der Porenbildung durch Ply bei
unterschiedlichen pH-Werten

Ply-Konzentration Durch Ply-Poren stromende Ladung in nC/min

pH 7,35 pH 6,5
100 ng/ml 80,5+ 7,2 (n=3) 72,0 £ 13,9 (n=3)
10 ng/ml 448+ 53 (n=3) 52,4+ 2.3 (n=3)
1 ng/ml 6,0+ 2,6 (n=3) 8,6t 2,5(n=3)
0,1 ng/ml 02+ 0,1 (n=3) 0,5+ 0,1 (n=3)

Durch Anpassung der Hill-Gleichung an die Messwerte ergab sich ein ECso-Wert
von 4,90 £ 1,0 ng/ml bei einem Hill-Koeffizienten von 1,27 + 0,01. In Abbildung 10
sind die ermittelten Konzentrations-Wirkungskurven bei den pH-Werten von 6,5
und 7,35 gemeinsam dargestellt. Die Stromkurven nach der Ply-Applikation, die
Konzentrations-Wirkungskurven, die halbmaximalen effektiven Konzentrationen
und die Hill-Koeffizienten unterscheiden sich bei den pH-Werten von 6,5 und 7,35

nicht signifikant.
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Abbildung 10: Konzentrations-Wirkungsbeziehung der Porenbildung durch Ply an
HEK?293-Zellen bei einem pH-Wert von 7,35 (m) und 6,5 (®). Auf der Ordinate ist die iiber
die Ply-Poren geflossene Ladung und auf der Abszisse die Ply-Konzentration aufgetragen.
Die jeweiligen Werte stammen aus Tab. 5. Die Kurve wurde mit Hilfe der Hill-Gleichung

LITIB.X

L= ECso n
1+ ( )
c

nach dem Least-Squares-Verfahren an die Daten angepasst. Dabei ist L die geflossene
Ladung in nC/min, L. die maximal geflossene Ladung (85,4 nC/min bei pH 7,35 und
73,6 nC/min bei pH 6,5), EC5=9,2 ng/ml bei pH 7,35 und 4,9 ng/ml bei pH 6,4, c die
eingesetzten Ply-Konzentrationen und der Hill-Koeffizient n=1,2 bei pH 7,35 und n=1,3
bei pH 6,5.

3.2.5 Selektivitat der Pneumolysin-Poren

Um die lonenselektivitat der Ply-Poren zu bestimmen, wurden an HEK293-Zellen
vor und nach Ply-Applikation Strom-Spannungskurven (I/U-Kurven) gemessen.
Abbildung 11 zeigt die I/U-Kurven nach dem Offnen der ersten drei gebildeten
Poren. Die an die Messpunkte angepassten Regressionsgeraden haben einen
linearen Verlauf, d.h. es liegt ein ohmsches Strom-Spannungsverhalten vor. Das
Umkehrpotential der Porenstrdme lag bei -3 £ 1 mV (n=12) bei Benutzung der

Lésungen Eq/Iblio.
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Abbildung 11: Strom-Spannungskurven einer HEK293-Zelle wihrend dem Offenzustand
von Ply-Poren (1 ng/ml Ply). Ausgehend von einem Haltepotential von -50 mV wurde das
Membranpotential in 20 mV Schritten von -90 bis +50 mV verdndert. Zwischen den
verschiedenen Spannungspulsen, die jeweils fiir 50 ms anlagen, wurde nicht auf das
Haltepotential zurlickgeschaltet. Die entsprechenden Membranstrome wurden am Ende der
50 ms dauernden Spannungspulse gemessen. Dargestellt sind die Strom-Spannungskurven
im Offenzustand der 1. gebildeten Pore (#), der 2. (O) und der 3. gebildeten Pore (m). Die
Messpunkte sind Mittelwerte £ SEM aus jeweils 3 direkt hintereinander gemessenen 1/U-
Kurven. Die Linien sind jeweils Regressionsgeraden. Extrazellulir wurde E,-Losung,
intrazellulér Ibl,o-LOsung eingesetzt.

Dieses Umkehrpotential zeigt, dass die Ply-Poren zumindest fir monovalente
Kationen (Na’, K*) und Anionen (CI, Glutamat) unselektiv sind. Die
unterschiedlichen Steigungen der Regressionsgeraden beruhen auf den

unterschiedlichen Porenstromamplituden.

Um die lonenselektivitat der Ply-Poren weiter zu untersuchen, wurden
unterschiedliche Extra- und Intrazellulariosungen an HEK293-Zellen verwendet.
Hierzu wurden als erstes die monovalenten Kationen in der Extrazellularlésung
durch das Kation Cholin (Ecn) ersetzt. Abbildung 12 zeigt eine entsprechende 1/U-
Kurve einer offenen Ply-Pore. Es zeigt sich eine lineare Strom-
Spannungsbeziehung mit einem Umkehrpotential von +1 mV. In drei Experimenten
lag das Umkehrpotential bei -2 + 2 mV (n=3). Auch die Stromamplituden der Ply-
Poren zeigen keinen Unterschied zur physiologischen Lo&sungskombination.
Daraus folgt, dass das Kation Cholin ungehindert durch Ply-Poren flie3en kann.
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Abbildung 12: Strom-Spannungskurven von HEK293-Zellen im Offenzustand von Ply-
Poren bei den Intra- und Extrazelluldrlosungen Iblig/Echo (©), Ikc/Erea (O0) und
Iar/Eare (A). Ausgehend von einem Haltepotential von -50 mV wurde das
Membranpotential in 20 mV Schritten von -80 bis +60 mV verdndert. Zwischen den
verschiedenen Spannungspulsen, die jeweils fiir 50 ms anlagen, wurde nicht auf das
Haltepotential zuriickgeschaltet. Die Membranstrome wurden am Ende der 50 ms
dauernden Spannungspulse gemessen. Die Messwerte sind Mittelwerte £ SEM aus jeweils
3 hintereinander gemessenen I/U-Kurven. Die Linien sind Regressionsgeraden an die
jeweiligen Messdaten.

In den folgenden Experimenten wurden die zuvor eingesetzten Kationen der
Extrazellulariosung durch Tetraethylammonium (Erea) ersetzt. TEA ist ein
klassischer Blocker fir verschiedene K'-Kanaltypen (Mathie et al. 1998). Als
Intrazellulariésung wurde KCI (lkc) eingesetzt. Abbildung 12 zeigt eine
entsprechende |/U-Kurve wahrend dem Offenzustand einer Ply-Pore. Man sieht
eine lineare I/U-Kurve mit einem Umkehrpotential von -1 mV. Das Umkehrpotential
unterscheidet sich mit 2 £ 2 mV (n=8) an drei HEK293-Zellen nicht signifikant von
null. Die Kinetik der Porentffnungen und -schlieRungen zeigt keinen Unterschied
zu physiologischen Lésungskombinationen. Dies zeigt, dass Ply-Poren fur TEA

permeabel sind.

In den nachsten Experimenten wurde die Leitfahigkeit der Ply-Poren fir Arginin
untersucht. Extrazellular wurden alle zuvor eingesetzten Kationen gegen Arginin
(Earg), intrazellular alle zuvor eingesetzten lonen durch Arginin-Glutamat (lag)
ersetzt. Abbildung 12 zeigt eine lineare |/U-Kurve bei dieser Losungskombination
wahrend dem Offenzustand einer Ply-Pore. Im Mittel konnte ein Umkehrpotential
von -2 £ 3 mV (n=3) gemessen werden. Die Stromamplituden der Porenoffnungen

unterscheiden sich nicht zu denen bei physiologischer Losungskombination.
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Insgesamt zeigen die Ergebnisse aus den Experimenten mit verschiedenen
Lésungskombinationen, dass die Ply-Poren zumindest fur die Kationen Na*, K7,
Cholin, TEA und Arginin sowie fur die Anionen CI und Glutamat gleich permeabel

sind.

3.2.6 Ca*-Leitfahigkeit der Pneumolysin-Poren und Aktivierung Ca*-

abhangiger, spannungsunabhangiger K* -Kanale durch Pneumolysin

In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass durch LLO gebildete Poren
permeabel fir Ca* sind und dies zu einem Anstieg der intrazellularen

Ca?*-Konzentration fuhrt.

Um einen Anstieg der intrazellularen Ca*-Konzentration elektrophysiologisch zu
zeigen, wurden HEK293-Zellen eingesetzt, die mit einem Ca®"-abhangigen,
spannungsunabhangigen K*-Kanal (hSK4-Kanal) transfiziert waren. Die
Aktivierung dieser K*-Kanale kann quasi als Indikator der intrazelluldren Ca?-
Konzentration dienen. Steigt die intrazellulare Ca*-Konzentration Gber einen Wert
von 10 nM an, so wird der hSK4-Kanal aktiviert und es kommt zu einem
messbaren K*-Strom. Bei den HEK293hSK4-Zellen wurde eine nominell Ca*-freie
Intrazellularlésung (Iblo) eingesetzt, die nur eine geringe Ca*-Pufferkapazitat

aufwies.

Die Abbildung 13 A zeigt eine Originalregistrierung eines Experiments mit einer
HEK293hSK4-Zelle Uber einen Zeitraum von 35 Minuten nach Applikation von
1 ng/ml Ply. Man sieht, dass sich etwa 7 Minuten nach der Applikation von Ply die
Pore 1 mit einer Stromamplitude von etwa -90 pA 6ffnet. Wenige Sekunden
danach kommt es durch den Einstrom von extrazellularem Ca? durch die offene
Pore zu einer transienten Aktivierung von Ca*-abhéngigen hSK4-Kanalen
(Abb. 13, Pore 1). Wahrend die K*-Stromamplitude bereits etwas abnimmt, kommt
es durch eine weitere Ply-Pore mit sehr kleiner Stromamplitude (wegen der
geringen Auflésung in Abb. 13 A nicht zu sehen) zur erneuten hSK4-Aktivierung.
Danach nimmt der K*-Strom wieder vollstandig ab. Die darauf folgende Pore 2
(Abb. 13, Pore 2) hat in etwa die gleiche Stromamplitude wie Pore 1, die dadurch

aktivierte K*-Stromamplitude ist jedoch um das 10fache kleiner. Der im Vergleich
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Abbildung 13: A zeigt die Membranstrommessung an einer HEK293hSK4-Zelle bei
einem Membranhaltepotential von -50 mV. Der Pfeil kennzeichnet die Applikation von
1 ng/ml Ply. Die in A gezeigten Porendffnungen (1-6) sind in B in einer hoheren zeitlichen
Auflosung dargestellt. Als Extrazelluldrlosung wurde E;, als Intrazelluldrlosung Ibl,
eingesetzt.

zur Pore 1 etwa 4fach groReren Pore 3 folgt eine der Pore 1 entsprechende K'-
Stromaktivierung. Es folgen zwei Porendffnungen, nach denen es nur zu einer
geringen K*-Stromaktivierung kommt. Nach Offnung der Pore 6 folgt eine ebenfalls
transiente K*-Kanalaktivierung mit hoher Stromamplitude. Auffallend ist, dass die
Amplituden der aktivierten K*-Strome nicht von der Amplitude des Ply-Porenstroms
abhangen. Eine Vermutung dazu ist, dass die hSK4-Kanale in der Zellmembran in
Clustern zusammen liegen und es durch die offenen Poren nur zu einer lokalen
intrazelluldren Ca®*-Erhéhung im Bereich der Poren kommt. Es kommt nur dann zu
einer hohen K*-Stromamplitude, wenn sich die Pore in der Nahe eines solchen K*-
Kanal-Clusters o6ffnet. Abbildung 14 zeigt eine |/U-Kurve wahrend der hSK4-
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Kanalaktivierung. Das Membranpotential verschiebt sich von etwa -30 mV auf etwa

-90 mV. Nach der hSK4-Kanalaktivierung hyperpolarisiert das Membranpotential
auf -93 + 5 mV (n=3). Das Gleichgewichtspotential fir K" betragt bei der

verwendeten Losungskombination -98 mV. Die transiente Aktivierung Ca*-
abhangiger K*-Kanale durch die Ply-Poren bei HEK293hSK4-Zellen ist ein Hinweis
fur eine transiente Erhohung der intrazellularen Ca*-Konzentration von mehr als
10 nM.
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Abbildung 14: Strom-Spannungskurve einer HEK293hSK4-Zelle vor (0) und nach (e)
Aktivierung der hSK4-Kanile abziiglich des Membranstroms vor Aktivierung. Ausgehend
von einem Haltepotential von -50 mV wurde das Membranpotential in 20 mV Schritten
von -130 bis +50 mV verdndert. Zwischen den verschiedenen Spannungspulsen, die
jeweils fiir 400 ms anlagen, wurde fiir jeweils 100 ms auf das Haltepotential
zuriickgeschaltet. Die auf der y-Achse dargestellten Membranstrome wurden am Ende der
400 ms dauernden Spannungspulse gemessen. Die berechnete Regressionsgerade ist als
gestrichelte Linie eingezeichnet. Extrazelluldr wurde E, -Losung, intrazelluldr Ibly -Losung
eingesetzt.

Als Kontrollexperiment wurden drei mit einem Leervektor transfizierte HEK293-
Zellen unter den gleichen Bedingungen wie HEK293hSK4-Zellen gemessen. Nach
Applikation von 1 ng/ml Ply kam es zu keiner Aktivierung eines Ca*-abhangigen

K*-Stroms, obwohl viele Porenéffnungen (>200 pA) registriert werden konnten.

Nun sollte geklart werden, ob der Anstieg der intrazellularen Ca?-Konzentration
durch den alleinigen Einstrom von Ca®" aus dem Extrazellularraum Uber die Ply-
Poren verursacht wurde. Dazu wurden Messungen mit HEK293hSK4-Zellen in
Ca*-freier Extrazellularlosung durchgefiihrt, die statt Ca®* Ba** enthielt (E1sa). Nach

der Porenbildung durch Ply kam es zu keiner K*-Stromaktivierung, d. h. die
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intrazellulare Erhohung der Ca**-Konzentration erfolgte in den zuvor dargestellten

Experimenten durch den Einstrom von extrazellularem Ca®* durch die Ply-Poren.

Eukaryonte Zellen besitzen endogene Ca*-Speicher, die bei einem geringen
Anstieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration, z.B. durch den Einstrom von Ca®
Uber Ca*-Kanale in der Zellmembran, Ca** freisetzen und als Verstérker von
,Ca?-Signalen“ dienen. AuBerdem nehmen sie Ca?* auf und halten so die
intrazellulare Ca**-Konzentration niedrig (Berridge 2002; Galione & Churchill 2002).
In den nachsten Experimenten sollte die mdgliche Beteiligung endogener Ca?-
Speicher bei der Ply-abhangigen Aktivierung der hSK4-Kanale untersucht werden.
Die HEK293hSK4-Zellen wurden daher fir eine Stunde vor den geplanten
Messungen mit 0,1 mM Thapsigargin im Zellkulturmedium bei 37°C im Inkubator
inkubiert. Thapsigargin blockiert Ca®**-ATPasen des sarco/ endoplasmatischen
Retikulums (SERCAs, sarco/endoplasmatic reticulum Ca* pumps), wodurch das
Wiederauffilllen dieser Ca?-Speicher nach einer Entleerung verhindert wird
(Gomez-Viquez et al. 2003). Bei drei von vier Experimenten kam es nach der
Porenbildung durch 1 ng/ml Ply zu keiner Aktivierung der hSK4-Kanale. Bei einem
Experiment kam es bei einer Pore zu einer minimalen K*-Kanalaktivierung. Neben
der K*-Kanalaktivierung durch den direkten Einstrom von Ca? durch die Ply-Poren
kann eine zusétzliche Erhéhung der intrazelluldren Ca®*-Konzentration durch Ca*

aus dem sarco/endoplasmatischen Retikulum nicht ausgeschlossen werden.

Die Experimente wurden mit 10 ng/ml Ply wiederholt. Hier kam es bei zwei von drei
Experimenten zu einer der Messung aus Abb. 13 entsprechenden
K*-Kanalaktivierung nach Ply-Porenbildung. Durch die vermehrte Bildung von
Poren mit groRerer Stromamplitude bei der hoheren Ply-Konzentration ist offenbar
der intrazellulare Ca**-Konzentrationsanstieg groRer und es kommt haufiger zu

einer Aktivierung der K*-Kanéle.
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3.2.7 Verlauf der Porenbildung nach Austausch der Pneumolysin-haltigen

Extrazellularlosung gegen Pneumolysin-freie Extrazellularlosung

Ply-Molekile mussen zunachst an die Zellmembran binden, um dann in der
Membran Poren bilden zu konnen. In den folgenden Experimenten wurde der
Membranstrom von HEK293-Zellen bei einem Membranpotential von -50 mV
gemessen. Nach Applikation von 1 ng/ml Ply in die Badlésung und Beginn der
Porenbildung wurde die jeweils gemessene Zelle mittels Badperfusion mit einer
Ply-freien Extrazellularlosung superfundiert. In 3 Experimenten trat im
Messzeitraum von 5 min keine Veranderung in der Kinetik der Porenéffnungen und
-schlieBungen durch die Superfusion auf. Die weiterhin beobachteten
Porendffnungen konnten zum einen durch bereits an der Membran gebundene Ply-
Molekile hervorgerufen werden. Zum anderen kann dies aber auch durch Offnen
und Schliel3en der bereits gebildeten Poren hervorgerufen sein. In vier weiteren
Experimenten wurde 60 s nach Applikation von 1 ng/ml Ply, d.h. vor Beginn der
Porenbildung (die im Mittel 139 + 23 s nach der Applikation eintrat, siehe Tab. 4),
die Ply-haltige Extrazellulariosung gegen Ply-freie ausgetauscht. In allen vier
Experimenten konnte nach Beginn der Superfusion das Einsetzen der
Porenbildung beobachtet werden. Die Haufigkeit der Porendffnungen und
-schlieBungen entsprach den in den Abb. 5 A+B, 6 und 7 C gezeigten
Registrierungen.

Aus diesen Experimenten kann man schlielen, dass die Ply-Molekile innerhalb
der ersten Minute nach Applikation an die Zellmembran binden, ohne sofort Poren
zu bilden. Die Porenbildung erfolgt dann durch diese offensichtlich mit sehr hoher

Affinitat an die Membran gebundenen Ply-Molekle.

3.2.8 Cholesterolabhangigkeit der Pneumolysin-Wirkung

Zur Ermittlung der Cholesterolabhangigkeit der Ply-Wirkung wurde in den alteren
verOffentlichten Experimenten das Ausbleiben von als Poren gedeuteten
Strukturen in der Elektronenmikroskopie von mit Ply (1 mg/ml) inkubierten Zell-
membranen herangezogen, wobei die Zellen mit einer bis zu 10* fach hoheren Ply-
Konzentration inkubiert wurden, im Vergleich zu den in dieser Arbeit verwendeten
Ply-Konzentrationen (Bonev et al. 2000). Oder es wurde eine cholesterolabhangige

Konformationsanderung in wassriger Losung beobachtet, die flr die Porenbildung
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als essentiell gilt (Kelly & Jedrzejas 2000). In den folgenden Experimenten sollte
nun mit Hilfe der viel empfindlicheren Patch-Clamp-Methode elektrophysiologisch
die porenbildende Wirkung von sublytischen Ply-Konzentrationen in Abhangigkeit
von Cholesterol in der Zellmembran direkt untersucht werden. Zur Reduktion der
Cholesterolkonzentration in der Zell-membran wurde sowohl Cholesterol-Oxidase

als auch Methyl-Beta-Cyclodextrin verwendet.

3.2.8.1 Cholesterol-Oxidase

Cholesterol-Oxidase ist ein Enzym, das das Cholesterol in der Zellmembran
oxidiert und somit in seiner Struktur verandert. Zunachst wurden die HEK293-
Zellen fur unterschiedliche Zeiten mit Cholesterol-Oxidase (10 pg/ml) bei 37°C im
Inkubator inkubiert. Es zeigte sich, dass sich bei zunehmender Inkubationszeit
(von 5 bis 120 Minuten) immer mehr HEK293-Zellen vom Petrischalenboden
|6sten. Bei denjenigen Zellen, die nach der Inkubation noch am Boden adharent
waren und gemessen werden konnten, kam es zur gewohnten Porenbildung durch
Ply (1 ng/ml). Offenbar bewirkte die Oxidation von Cholesterol in der Zellmembran
ein Ablésen der Zellen vom Boden, wodurch sie mit der Patch-Clamp-Methode
nicht gemessen werden konnten. Bei den noch adharenten Zellen war ausreichend
Cholesterol in der Zellmembran fur die Ply-Bindung und damit fur die Ply-
Porenbildung vorhanden. Daher wurde die experimentelle Vorgehensweise
geandert. Zunachst wurde eine Whole-Cell-Konfiguration erstellt, wobei das
Badvolumen nur 1 ml betrug. Dann wurde 1 ml E+-Lésung mit 20 pg Cholesterol-
Oxidase (Endkonzentration 10 pg/ml) zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von
jeweils 10, 20, 30 und 40 Minuten wurde Ply (1 ng/ml) zugegeben und die
Porenbildung beobachtet. Bei insgesamt 13 der 20 Experimente zeigte sich keine
Veranderung der Kinetik der Porendffnungen und -schlieBungen, bei 7
Experimenten kam es zu einer Verringerung der Porendffnungen und
-schlieBungen. Diese Effekte waren nicht von der Inkubationszeit abhangig.
Aulerdem konnte eine Schadigung der Zellen durch Cholesterol-Oxidase
beobachtet werden. Zusammenfassend konnten keine eindeutigen Veranderungen
der Ply-Porenbildung nach Oxidation des Cholesterols in der Zellmembran durch

die Cholesterol-Oxidase gezeigt werden.
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3.2.8.2 Methyl-Beta-Cyclodextrin
In einem weiteren experimentellen Ansatz zur modglichen Bedeutung von

Cholesterol fur die Ply-Porenbildung wurde Methyl-Beta-Cyclodextrin (MBCD)
eingesetzt. Es extrahiert selektiv Cholesterol aus Zellmembranen und bildet dann
mit dem Cholesterol Micellen in der extrazellularen Losung. Aufgrund der o. g.
Ergebnisse bei den Versuchen mit Cholesterol-Oxidase wurde bei den HEK293-
Zellen zuerst eine Whole-Cell-Ableitungskonfiguration erstellt, und erst dann
MBCD (10 mM) in die Badlosung zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von
60 Minuten wurde 1 ng/ml Ply appliziert. Durch den Applikationsvorgang wurden
Nachbarzellen weggespdlt, da der Verlust von Cholesterol in der Zellmembran zu
einer geringeren Haftung der Zellen am Schalenboden fuhrt. Bei 4 Experimenten
an mit MBCD behandelten Zellen wurde keine Porenbildung nach der Applikation
von Ply beobachtet. Bei der Interpretation dieses Ergebnisses muss allerdings
berlcksichtigt werden, dass sich Ply auch an freies Cholesterol bindet (Kelly &
Jedrzejas 2000). Als Ursache fur die fehlende Porenbildung war deshalb auch
denkbar, dass Ply in den Cholesterol-haltigen MBCD-Micellen gebunden wurde,
bevor es die Zellmembran erreichen konnte.

Um dieses mogliche ,Abfangen“ von Ply zu verhindern, wurde nach der 60
minutigen Inkubation mit MBCD Uber eine Badperfusion die MBCD-haltige

Extrazellulariosung um die gemessene Zelle gegen MBCD-freie Es-Losung

ausgetauscht. Somit stand das Cholesterol in den MBCD-Micellen nicht mehr als
Bindungspartner fur Ply zur Verfugung. Nach dem Perfundieren mit 2 ml
E+«-LOosung wurde Uber die gleiche Zuleitung eine Es-Losung mit Ply appliziert
(4 ng/ml Badkonzentration). In der Abb. 15 A sieht man eine typische
Originalregistrierung von drei durchgefuhrten Experimenten. Ply kann nach
Vorinkubation der Zellen mit MBCD keine Porenbildung bewirken. In Abb. 15 B

sieht man die Registrierung eines Kontrollexperiments ohne Vorinkubation mit
MBCD.

Mit diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass nach Herauslosen von
Cholesterol aus der Zellmembran mit MBCD die Applikation von Ply nicht zur
Porenbildung fihrt, d.h. die Anwesenheit von Cholesterol in der Zellmembran ist

essentiell fur die Bildung von Ply-Poren.
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Abbildung 15: Abhéngigkeit der Ply-Porenbildung von Cholesterol in der Zellmembran.
Registrierung der Membranstrome von zwei HEK293-Zellen bei einem Haltepotential von
-50 mV. A Nach Erstellen einer Whole-Cell-Konfiguration wurde die Zelle in E;-Losung,
die MBCD (10 mM) enthielt, fiir 60 Minuten inkubiert. Danach wurde mit einer MBCD-
freien E -Losung fiir 2 min superfundiert. Ab Zeitpunkt 0 wurde die Zelle mit Ply-haltiger
Ei-Losung fiir 120 s superfundiert (4ng/ml Badlosung). B Die Zelle wurde wie die Zelle in
A behandelt, nur ohne MBCD. Bei beiden Experimenten wurde als Extrazelluldrlosung E,,
als Intrazelluldrlsung Ibly eingesetzt.

37



3.3 Pneumolysin-Wirkung an NIH3T3- und BV2-Zellen

In den zuvor beschriebenen Experimenten wurden die Wirkung von Ply, die Kinetik
der Porendffnungen und -schlieffungen, die Leitfahigkeit und die Selektivitat der
Poren an HEK293-Zellen dargestellt. Im Folgenden wird die Wirkung von Ply auf

weitere Zelllinien untersucht.

3.3.1 NIH3T3-Zellen

Diese Fibroblastenzelllinie  (NIH3T3-Zellen) besitzt einen  endogenen,
spannungsunabhangigen, Ca*-abhangigen K*-Kanal, der in seinen Eigenschaften
mit dem bereits beschriebenen hSK4-Kanal Gbereinstimmt (Repp et al. 1998). Das

Ruhemembranpotential der untersuchten NIH3T3-Zellen lag im Mittel bei
-41 + 5 mV (n=9). Zunachst wurde die Wirkung von 1 ng/ml Ply an NIH3T3-Zellen
uberpruft. Hier kam es, im Gegensatz zu HEK293-Zellen, zu keiner Porenbildung.
Erst nach Erhohung der Ply-Konzentration auf 10 ng/ml konnte eine Porenbildung
gemessen werden (Abb. 16). Etwa 30 s nach Applikation von Ply 6ffnet sich eine
Pore und unmittelbar darauf nimmt der Membranstrom auf ca. 500 pA zu. Bei
diesem positiven Membranstrom handelt es sich um die Aktivierung des
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Abbildung 16: Porenbildung durch Ply an einer NIH3T3-Zelle. Registrierung des
Membranstroms bei einem Membranhaltepotential von -50 mV. Der Pfeil kennzeichnet
die Applikation von 10 ng/ml Ply. Als Extrazelluldrlosung wurde E;, als
Intrazellularlosung Ibl, eingesetzt.
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Ca?-abhangigen K*-Kanals, der durch den Einstrom von extrazellularem Ca*

durch die Ply-Pore aktiviert wird. Das Membranpotential der Zelle hyperpolarisierte
von -43 mV auf -91 mV. Der transiente K'-Strom wird von weiteren
Porenéffnungen und -schlieBungen uUberlagert. In vier weiteren NIH3T3-Zellen
fihrte bereits die erste Porendffnung zu einer K*-Stromaktivierung. Dieser K'-

Strom hatte eine Amplitude von 450 = 98 pA (n=5) und flhrte zu einer
Verschiebung des Membranpotentials von -41 auf -93 + 2 mV (n=3). Bei NIH3T3-

Zellen fiihrt die Porenbildung durch Ply zu einer Erhéhung der intrazellularen Ca*-
Konzentration und dadurch zu einer Aktivierung Ca®*-abhangiger K*-Kanale.
Wahrend bei HEK293-Zellen die Porenbildung schon bei einer Ply-Konzentration
von 0,1 ng/ml beobachtet wurde (Tab. 4), tritt sie bei NIH3T3-Zellen erst bei einer
Konzentration von mehr als 1 ng/ml auf, was auf eine geringere Empfindlichkeit
dieser Zellen gegenuber Ply hinweist.

3.3.2 BV2-Zellen

Die BV2-Zelllinie wurde aus Mikrogliazellen der Maus generiert. Mikrogliazellen
gehoren zu den Abwehrzellen im Gehirn und spielen u. a. eine entscheidende
Rolle bei der Immunreaktion im Rahmen einer bakteriellen Meningitis und
Enzephalitis. BV2-Zellen besitzen einen spannungsunabhangigen, Ca?'-
abhangigen K*-Kanal mit gleichen elektrophysiologischen und pharmakologischen
Eigenschaften wie er bereits fur NIH3T3-Zellen beschrieben wurde (Schilling et al.

2002). Die BV2-Zellen haben im Ruhezustand ein Membranpotential von

-46 £ 3 mV (n=6) und einen unspezifischen Membranstrom von -3 £ 2 mV. In der
Abb. 17 sieht man, dass etwa 400 s nach der Applikation von 1 ng/ml Ply die erste
Ply-Pore 6ffnet. Direkt nach Bildung der zweiten Pore kam es zu einer transienten
Zunahme des Membranstroms. In der Folge sient man, dass es durch die
jeweiligen Porenbildungen zu einer wiederkehrenden transienten Aktivierung eines
Ca?*-abhangigen K*-Stroms kommt. Dies lasst darauf schlielRen, dass es durch die
Ply-Poren zu einem jeweils transienten Anstieg der intrazellularen Ca?'-
Konzentration kommt. Die Amplitude des durch die Porenbildung aktivierten Ca?*-

abhangigen K*-Stroms betrug 81 + 11 pA (n=14), was mit einer transienten

Hyperpolarisation des Membranpotentials von -46 mV auf -72 + 4 mV (n=4)

einhergeht. Die K'-Stromamplitude entspricht etwa 80% der maximal messbaren
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Amplitude nach Aktivierung der Kanale mit Lysophospholipiden (Schilling et al.
2002) und ist im Vergleich zu HEKhSK4- und NIH3T3-Zellen deutlich niedriger.
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Abbildung 17: Porenbildung durch Ply in einer BV2-Zelle. Registrierung des
Membranstroms bei einem Membranhaltepotential von -50 mV. Der Pfeil kennzeichnet
die Applikation von Ply (1 ng/ml). Extrazelluldir wurde E;-Losung, intrazelluldr Iblo-
Losung eingesetzt.

Mit diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass Ply auch in der
Zellmembran von Mikrogliazellen Poren bilden kann. Die Porenbildung ist bei einer
sublytischen Konzentration von 1 ng/ml Ply transient und flUhrt zu transienten
Erhéhungen der intrazellularen Ca**-Konzentration, d.h. Ply beeinflusst unmittelbar
die Ca*-Homoostase dieser Abwehrzellen des ZNS.
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3.4 Experimente zur Blockade des Pneumolysin-Porenstroms

Nach der Charakterisierung der elektrophysiologischen Eigenschaften der Ply-
Poren und ihrem Einfluss auf die intrazellulare Ca?*-Konzentration sollte nun nach
Substanzen gesucht werden, die Ply-Poren blockieren kénnen. Eine Blockade von
Ply-Poren in der Membran betroffener Zellen wirde den Einfluss von Ply auf die
intrazellulare Ca?*-Konzentration und evtl. andere Signalwege stoppen und konnte
so im Rahmen des Pathomechanismus einer Pneumokokken-Infektion von grof3er
Bedeutung sein.

Zum Testen der Substanzen wurden die gut charakterisierten HEK293-Zellen bei
einem Membranpotential von -50 mV gehalten und 1 ng/ml Ply appliziert. Die in der
Extrazellularlosung E4 geldsten Testsubstanzen wurden in einem Volumen von 50

pl nach Beginn der Porenbildung in die Badlosung appliziert.

3.4.1 Substanzen ohne blockierenden Effekt auf die Pneumolysin-Poren

Bei der Suche nach Substanzen, die eine hemmende Wirkung auf Ply-
Porenstrdome haben kénnten, wurden einerseits Substanzen getestet, von denen
eine direkte blockierende Wirkung auf lonenkandle oder eine Blockade von
Liganden gesteuerter lonenkanale bekannt war, und andererseits Vertreter von
klinisch eingesetzten Wirkstoffgruppen. Die Mehrzahl der untersuchten
Substanzen war ohne porenblockierenden Effekt (Tabelle 6). Die
Molekulargewichte und ausgewahlte Charakteristika der Substanzen sind im
Abschnitt 2.4.6 beschrieben.

Tabelle 6: Substanzen ohne blockierenden Effekt auf Pneumolysin-Porenstrome

Substanz n Badkonzen- Wirkung auf die Kinetik der
tration [uM] = Porenoéffnungen und -schlieffungen
Acetylsalicylsdure 2 100 keine
Amantadin 3 100 keine
Amitryptillin 2 100 keine
Biperiden 2 4 keine
Certoparin 2 300 i.E. keine
Charybdotoxin 2 0,3 keine
Cis-Atracurium 2 0,04 keine
Clotrimazol 2 100 keine
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Substanz n Badkonzen- Wirkung auf die Kinetik der
tration [puM] Porenoffnungen und -schliefungen

Cromoglycinsdure 2 100 keine

Dantrolen 2 50 keine

Diazepam 2 100 Ply-Wirkung entspricht dem 10fachen
der eingesetzten Ply-Konzentration

DIDS 3 100 Keine

Digoxin 2 0,64 Keine

Dimetinden 2 100 Keine

EDTA 2 100 Keine

Ergotamin 2 42,5 Keine

Erythromycin 2 100 Keine

Fluoxetin 2 100 Ply-Wirkung entspricht dem 10fachen
der eingesetzten Ply-Konzentration

Furosemid 2 100 Keine

Iberiotoxin 2 0,3 Keine

Ketamin 2 100 Keine

S-Ketamin 2 228 Keine

Lithium 2 100 Keine

Lorazepam 2 75 Keine

Mangan (II) 2 100 Keine

Margatoxin 2 0,3 Keine

Mirtazapin 2 10 Keine

Phenobarbital 2 100 Grofle Poren und starke
Stromschwankungen

Phenytoin 5 100 Keine

Pirfenidon 2 1000 Ply-Wirkung entspricht dem 10fachen
der eingesetzten Ply-Konzentration

Procainamid 3 100 Keine

Strychnin 2 100 Keine

Succinylcholin 2 100 Keine

Tamoxifen 2 25 Keine

Terbutalin 3 55,5 Keine

Tubocurarin 6 100 Keine

Nach Applikation der Substanzen Diazepam, Pirfenidon und Fluoxetin werden
Porendffnungen und -schliefungen hervorgerufen, die etwa einer 10fach hoheren
Ply-Konzentration entsprechen. Auffallend ist hier der Unterschied zwischen
Diazepam und Lorazepam, welche beide zu den Benzodiazepinen gehoéren. Dies
konnte an den Substanzen selbst oder an den flr die lipophilen Substanzen

bendtigten Losungsvermittlern liegen. Diese Effekte wurden jedoch nicht weiter
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untersucht.

3.4.2 Substanzen mit blockierenden Effekt auf die Pneumolysin-Poren

Es gelang tatsachlich, einige wenige Substanzen zu finden, die Ply-Porenstrome
blockieren konnen. Zu diesen Substanzen gehoren Vertreter der dreiwertigen
Lanthanoide: Lanthan (La*"), Gadolinium (Gd*) und Ytterbium (Yb*). Weitere
Metall-lonen wie das dreiwertige Aluminium (AI**) und das zweiwertige Zink (Zn?*)

haben ebenfalls eine blockierende Wirkung auf Ply-Porenstrome.

Appliziert man nach Beginn der Porenbildung durch Ply La**, so verursacht es eine
konzentrationsabhangige Hemmung des Porenstroms (Abb. 18). In Abb. 18A sieht
man eine typische Registrierung aus insgesamt 6 Versuchen mit einer La*-
Konzentration von 100 uM. Etwa 120 s nach der Ply-Applikation (1 ng/ml) setzte
die Porenbildung ein. Nach weiteren 25 s wurde 100 uyM La** appliziert und
dadurch der Porenstrom vollstandig blockiert. Es war in den beobachteten
20 Minuten (nicht komplett gezeigt) keine weitere Porendffnung zu sehen. Das
Membranpotential verringerte sich durch die La**-Applikation von -28 mV auf
-9 + 4 mV (n= 6). Mikroskopisch sah man keine Veranderung der HEK293-Zellen
nach der Applikation von La*. In Abb. 18 B sieht man eine Originalregistrierung
von insgesamt vier Experimenten mit 10 uM La*". Etwa 100 s nach Ply-Applikation
(1 ng/ml) setzte die Porenbildung ein. Nach weiteren 150 s wurde 10 yM La*
appliziert und es kam zu einer vollstandigen Blockade der Porenstrome. Nach
weiteren 200 s wurden wieder einzelne, kleine Porendffnungen beobachtet.
Abbildung 18 C zeigt eine Originalregistrierung von insgesamt 3 Versuchen bei
einer La*-Konzentration von 1 uyM. Etwa 90 s nach Applikation von Ply (1 ng/ml)
begann die Porenbildung. Die Applikation von 1 uM La* nach ca. 280 s fiihrte zu
keiner signifikanten Veranderung der Offnungen und SchlieRungen der Ply-Poren

im Vergleich zu Kontrollregistrierungen.
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Abbildung 18: Blockade des Ply-Porenstroms durch La*" in den Konzentrationen 100uM
(A), 10 uM (B) und 1 uM (C). Registrierung der Membranstréme von drei HEK293-Zellen
bei einem Haltepotential von -50 mV. Der erste Pfeil kennzeichnet die Applikation von Ply
(1 ng/ml). Die Ply-Applikation ist wegen der langeren Zeitdauer bis zur Porenbildung in B
und C nicht dargestellt. Nach Beginn der Porenbildung wurde La’" in der entsprechenden
Konzentration appliziert (2. Pfeil). Extrazellulir wurde E,;-LOsung, intrazelluldr Iblg-
Losung eingesetzt.
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Auch die Lanthanoide Gd** und Yb* fiihren zu einer konzentrationsabhangigen
Hemmung des Ply-Porenstroms. Abbildung 19 A zeigt die vollstandige Blockade
des Ply-Porenstroms durch 100 uM Gd**. Es konnten fiir weitere 20 Minuten keine
neuen Porendffnungen (nicht komplett dargestellt) beobachtet werden. Das
Membranpotential stieg nach der Gd**-Applikation von -28 mV auf 6 + 4 mV (n=6).
Abbildung 19 B zeigt die vollstandige Blockade des Porenstroms durch 100 yM

Yb*. Auch hier konnten

in den weiteren beobachteten 20 Minuten keine

Porendffnungen gesehen werden. Das Membranpotential betrug nach Yb*

Applikation -11 £ 1 mV (n=4). Die Konzentrationsabhangigkeit der Gd*"- und Yb**-

Wirkung stimmt mit den bei La®** erhaltenen Ergebnissen (iberein (Abb. 22).
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Abbildung 19: Blockade der Ply-Porenstrome durch Gd** und Yb**. Registrierung des
Membranstroms an HEK293-Zellen bei einem Membranhaltepotential von -50 mV. Ply
(1 ng/ml) wurde zum Zeitpunkt O (in A nicht dargestellt) appliziert. Die Pfeile (Gd bzw.
Yb) kennzeichnen die Applikation von jeweils 100 uM Gd** (A) bzw. Yb*" (B).
Extrazelluldr wurde E;-Losung, intrazelluldr Ibl;o-Losung eingesetzt.

45



Die untersuchten Lanthanoide sind alle dreiwertig. Im Folgenden wurde deshalb
mit APP* ein dreiwertiges Metall-lon untersucht, welches nicht zur Gruppe der
Lanthanoide gehort (Abb. 20). Etwa 200 s nach Applikation von 1 ng/ml Ply setzte
die Porenbildung ein. Nach etwa 300 s fiihrte die Applikation von 100 uM AI** zu
einer Blockade der Porenstrome und der Membranstrom blieb fur etwa 6,5 Minuten
konstant, bis sich erneut zwei Poren offneten. Die Zelle veranderte sich
mikroskopisch nicht. Diese Beobachtung konnte in zwei weiteren Experimenten
bestatigt werden. Die Konzentrationsabhangigkeit der blockierenden Wirkung von
APP* ist in Abb. 22 dargestellt.
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Abbildung 20: Blockade des Ply-Porenstroms durch AI**. Registrierung des
Membranstroms einer HEK293-Zelle bei einem Membranhaltepotential von -50 mV. Ply
(1 ng/ml) wurde zum Zeitpunkt 0 appliziert (nicht dargestellt). Der Pfeil kennzeichnet die
Applikation von 100 uM AP*. Als Extrazelluldrlosung wurde E,, als Intrazelluldrlosung
Iblig eingesetzt.

Um die konzentrationsabhangige Wirkung der Metall-lonen quantitativ zu
bestimmen, wurde Ply in sehr hoher Konzentration eingesetzt (100 ng/ml). In
friheren Experimenten wurde gezeigt, dass die Membranstrome bei dieser Ply-
Konzentration durch schnell hintereinander 6ffnende Poren in sehr kurzer Zeit sehr
hohe Amplituden erreichten. Appliziert man jetzt die Porenblocker, kann man die
blockierende Wirkung quantitativ bestimmen (Abb. 21). Ein spontaner
Porenschluss, wie er bei den niedrigen Ply-Konzentrationen auftreten und mit einer
Blockade der offenen Poren durch die Metalle verwechselt werden kann, war hier

ausgeschlossen.

46



Die Abb. 21 A zeigt die komplette Registrierung, in Abb. 21 B wurde der Bereich
der La*-Applikation zeitlich gestreckt dargestellt. Zur Berechnung der prozentualen
Hemmung wurden folgende Parameter bestimmt: (a) Strom-amplitude vor der
Applikation der Metall-lonen (abzuglich des unspezifischen Membranstroms) und
(b) die Differenz zwischen der Stromamplitude vor der Applikation des Metall-lons

und des Membranstroms nach der Applikation.
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Abbildung 21: Ermittlung der prozentualen Hemmung der Ply-Poren durch die Metall-
Ionen. Registrierung des Membranstroms einer HEK293-Zelle bei einem
Membranhaltepotential von -50 mV. Der erste Pfeil (A) kennzeichnet die Applikation von
Ply (100 ng/ml), der zweite Pfeil die Applikation von La’* (10 uM), nachdem der Strom
auf eine Amplitude von -535 pA gestiegen war. In B ist der Zeitraum um die La*
Applikation  zeitlich  gestreckt dargestellt. Eingezeichnet sind Messparameter
a: Stromamplitude vor der La*-Applikation, b: Differenz zwischen dem Membranstrom
vor und dem Membranstrom nach La’*’-Applikation. Aus diesen Messparametern
errechnete sich die Blockade [%] = (b/a)x100.

Im Beispiel ist a= -535 pA, b= -403 pA und die Blockade durch 10 pM La*" ist 75%.

Tabelle 7: ICs-Werte und Hill-Koeffizienten der Hemmung des Pneumolysin-
Porenstroms durch Metall-Ionen

La3+ Gd3+ Yb3+ Al3+
ICso [UM] 3,6£1,1 6,1 £1,0 32+1,1 30,3+1,1
Hill-Koeffizient 1,35+ 0,06 1,61 £0,05 1,74 £ 0,08 1,42 £ 0,06
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Abbildung 22: Konzentrations-Wirkungskurven der Blockade des Ply-Porenstroms durch
verschiedene Metall-lonen. Auf der Ordinate ist die Hemmung in % aufgetragen, auf der
Abszisse die Konzentrationen von La’" (o), Gd>* (x), Yb*" (e) und AP" (A) in uM. Die
Kurven wurden mit Hilfe der Hill-Gleichung

Bmax

B= IC50 n
1+ ( )
c
nach dem Least-Squares-Verfahren an die Daten angepasst. Dabei ist B die Blockade in %,

ICsy die halbmaximale inhibitorische Metallionen-Konzentration, c¢ die eingesetzte
Metallionen-Konzentration und n der Hill-Koeffizient.

Die Konzentrations-Wirkungskurven fur La**, Gd*, Yb* und AP* sind in Abb. 22
gezeigt. Sie haben fur AP* und fiir die Lanthanoide La**, Gd* und Yb* einen
ahnlichen Verlauf, wobei die Konzentrations-Wirkungskurve fiir AP** aber um eine
Zehnerpotenz zu hoheren Konzentrationen verschoben ist. In Tab. 7 sind die
ermittelten Werte fur die halbmaximale inhibitorische Konzentration 1Cso und den
Hill-Koeffizienten aufgelistet.
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Die Lanthanoide La*, Gd** und Yb* blockieren den Ply-Porenstrom mit annahernd
gleicher Potenz, wahrend APP* den Ply-Porenstrom mit einer etwa 10fach
geringeren Potenz blockiert.

Da sich die Lanthanoide in ihrer Potenz hinsichtlich der Blockade von Ply-Poren
nicht unterscheiden, wurden die folgenden Experimente nur mit La* durchgefiihrt.
Zunachst wurde geprift, ob die Blockade von Ply-Porenstrémen durch La*
reversibel ist. Dazu wurde mit La*-freier Extrazellularidsung superfundiert
(Abb. 23).
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Abbildung 23: Aufhebung der La**-Blockade des Ply-Porenstroms durch Austausch der
Badldsung mit La**- und Ply-freier Extrazelluldrlosung. Registrierung des Membranstroms
einer HEK293-Zelle bei einem Membranhaltepotential von -50 mV. Der erste Pfeil
kennzeichnet die Applikation von Ply (1 ng/ml). Der zweite Pfeil kennzeichnet die
Applikation von La** (100 uM). Ab etwa 280 s wurde die Messkammer mit La**-freier
Extrazelluldrlosung perfundiert. Extrazelluldr wurde E;-Losung, intrazellulér Ibl,o-Losung
eingesetzt.

Etwa 100 s nach der Applikation von Ply (1 ng/ml) setzt die Porenbildung ein und
nach ca. 180 s wurden 100 uM La*" appliziert. Der Porenstrom wurde vollstandig
blockiert und es wurden keine weiteren Porenoffnungen beobachtet. Nach etwa
280 s wurde mit der Badperfusionsanlage die Extrazellularldésung um die
gemessene Zelle gegen La*-freie Es-Losung ausgetauscht. Ca. 90 s nach Beginn
der Perfusion beobachtete man das Wiedereinsetzen von Porenéffnungen und
-schlieBungen. Dies zeigt, dass durch Auswaschen der La*-lonen die

Porenblockade aufgehoben wird. Dies konnte in zwei weiteren Experimenten
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bestatigt werden. Ob es sich bei den nach dem Auswaschen beobachteten
Porendffnungen um in der Membran bestehende Poren handelt, die deblockiert
werden, oder ob es sich um neue Porenbildungen von an der Membran

gebundenen Ply-Molekulen handelt, konnte nicht geklart werden.

Eine weitere Moglichkeit, die Metallionen-Konzentration in der Badlosung zu
verringern, ist die Bindung an Chelatbildner. Der Chelatbildner EDTA hat eine sehr
hohe Affinitat zu den Lanthanoiden. Bei pH 7 betragt die Dissoziationskonstante
fur La®* 15,1. Dabei bindet ein Molekul EDTA ein La®**-lon.

J La 100 pyM J EDTA 100 pM
0.0 — .
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Abbildung 24: Aufhebung der La’*-Blockade des Ply-Porenstroms durch EDTA.
Registrierung des Membranstroms einer HEK293-Zelle bei einem Membranhaltepotential
von -50 mV. Die Applikation von Ply (1 ng/ml) zum Zeitpunkt 0 ist nicht dargestellt. Der
1. Pfeil kennzeichnet die Applikation von 100 uM La**, der 2. Pfeil kennzeichnet die
Applikation von 100 uM EDTA. Extrazellulir wurde E;-Ldsung, intrazelluldr Ibl;go-
Losung eingesetzt.

In Kontrollexperimenten wurde zunachst gezeigt, dass die Porenbildung durch Ply
von EDTA nicht beeinflusst wird und kein schadigender Effekt auf HEK293-Zellen
vorhanden ist. Danach wurde der Einfluss von EDTA auf die Ply-
Porenstromblockade durch La** gepriift. Nach der Hemmung der Ply-Poren durch
100 uM La** wurde EDTA in einer Endkonzentration von 100 uM appliziert
(Abb. 24). Etwa 210 s nach Applikation von 1 ng/ml Ply begann die Porenbildung.

Nach weiteren 180 s wurde der Ply-Porenstrom durch 100 uM La*" vollstandig
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blockiert. Nach weiteren 100 s wurde dann 100 yM EDTA appliziert. EDTA bindet
La* und es kommt zu einer drastischen Konzentrationsabnahme an freiem La*" in
der Extrazellularlosung. Dadurch kommt es zu einer Deblockade der bereits
gebildeten Ply-Poren und es kénnen erneut Porenéffnungen und -schlieBungen
beobachtet werden. In wieweit wahrend der Blockade der bereits gebildeten Poren
durch La®* noch weitere Poren durch Ply gebildet werden, konnte nicht geklart

werden.

Neben den beschriebenen Metall-lonen hat auch Zn?* einen blockierenden Einfluss
auf Ply-Poren (Abb. 25). Etwa 100 s nach Applikation von Ply (1 ng/ml) beginnt die
Porenbildung. Nach etwa 175 s wurde Zn* in einer Endkonzentration von 100 uM
appliziert. Die Porenstrome wurden unmittelbar blockiert. Nach ca. 40 s nahm der
Strom erneut zu und es kam zu einem ausgepragten Rauschverhalten des
Membranstroms. Die HEK293-Zellen bildeten wahrend der Messung blebs an der
Zelloberflache und schrumpften. In zwei weiteren Experimenten konnte ebenfalls
eine Blockade von Ply-Poren beobachtet werden, es muss aber davon
ausgegangen werden, dass 100 uM Zn?* aulerdem zu einer Schadigung der
Zellen fuhrt.
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Abbildung 25: Beeinflussung des Ply-Porenstroms durch Zn®". Registrierung des
Membranstroms einer HEK293-Zelle bei einem Membranhaltepotential von -50 mV. Der
erste Pfeil kennzeichnet die Applikation von Ply (1 ng/ml), der zweite Pfeil die
Applikation von Zn** (100 puM). Extrazelluldr wurde E; -Lésung, intrazelluldr Ibligo
-Losung eingesetzt.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal die Porenbildung durch den
Pneumokokken-Virulenzfaktor Pneumolysin mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik
nachgewiesen werden. Die elektrophysiologischen Messungen ermdglichten eine
direkte Beobachtung der Porendffnungen und -schlielungen in Echtzeit und damit
eine Charakterisierung der Ply-Poren hinsichtlich elektrophysiologischer und

pharmakologischer Eigenschaften.

Bei der Analyse der Ply-Porenstrome in humanen embryonalen Nierenzellen
(HEK293) zeigte sich, dass es eine Ply-,Grundpore® mit einem elementaren
Porenstrom von 34 pA bei einem Membranhaltepotential von -50 mV gibt. Der Ply-
Porenstrom hat ein lineares Strom-Spannungs-Verhalten mit einem
Umkehrpotential bei 0 mV. Aus diesen Werten errechnet sich fur die Grundpore
eine Elementarleitfahigkeit von 680 pS. In Experimenten an Lipid-
Doppelmembranen konnten Leitfahigkeiten von weniger als 30 pS und bis Uber 1
nS bei Ply-Konzentrationen von 50 pg/ml registriert werden (Korchev et al. 1992,
1998). Diese sehr kleinen Poren haben unter den Bedingungen in dieser Arbeit
eine Porenstromamplitude von -1,5 pA und kénnen vom Grundrauschen nicht
differenziert werden. In den durchgefuhrten Experimenten konnten sehr selten
Poren ab 7 pA registriert werden, dies entspricht einer Leitfahigkeit von 140 pS.
Die Haufigkeit, mit der die sehr kleinen Poren an den Lipid-Doppelmembranen
auftraten, wurde in den Veroffentlichungen nicht erwahnt. AuRerdem lassen sich
die Experimente an Lipid-Doppelmembranen nur bedingt auf Zellmembranen
ubertragen. Neben der beschriebenen Grundpore mit 680 pS wurden bei der
Applikation von 1 und 10 ng/ml Ply auch Poren gemessen, deren Porenstrom
einem 2, 4, 5 oder 8 fachen des elementaren Porenstroms der Ply-Grundpore
entspricht. Die Existenz einer Grundpore und weiterer Poren mit einem
ganzzahligen Vielfachen der Leitfahigkeit wurde auch fur Listeriolysin O gezeigt
(Repp et al. 2002), das wie Ply zur Familie der Cholesterol-abhangigen Cytolysine
gehort (Billington et al. 2000). Eine Erklarung fur diesen Befund konnte sein, dass
sich einzelne Ply-Grundporen zusammenlagern und es dann zu einer synchronen
Offnung dieser Gruppen von Ply-Grundporen kommt. Diese mégliche Erklarung

wird unterstutzt durch in der Literatur beschriebene Beobachtungen, dass solche
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Leitfahigkeitsspringe aus dem synchronen Offnen und SchlieBen von

zusammengelagerten Gruppen von lonenkanalen bzw. Poren resultieren konnen.

Gezeigt wurde dies fur ClI'-Kanale (Krouse et al. 1986; Larsen et al. 1996), sowie

fur Poren, die durch Syringomycin E, einem Toxin von Pseudomonas syringae,

gebildet werden (Kaulin et al. 1998) und fiir Ca2*-permeable, nicht selektive Poren

durch Polycystin-2 (Gonzalez-Perret et al. 2001).

Die Porenbildung durch Ply ist transient, wenn sublytische Ply-Konzentrationen
verwendet werden. Dies zeigte sich in Langzeitexperimenten, wobei sich nach der
Applikation von Ply (1 ng/ml) zunachst schnell hintereinander Poren offneten und
schlossen. Die Haufigkeit dieser Ereignisse nahm mit fortschreitender Messdauer
kontinuierlich ab, bis nach etwa 1,5 h keine Porendéffnungen mehr beobachtet
werden konnten. Die Zellen zeigten danach weder morphologische Veranderungen
noch eine Veranderung des Membranruhepotentials. Ob das transiente
Vorhandensein der Ply-Poren einen von der betreffenden Zelle ausgehenden
Eliminationsprozess widerspiegelt, oder ob Ply-Poren aus der Plasmamembran

,herausdiffundieren®, ist bisher allerdings unklar.

Die Offenzeiten der Ply-Poren variieren zwischen 10 ms und mehreren hundert
Sekunden. Beim Ply-Porenschluss wurden 2zwei unterschiedliche Kinetiken
beobachtet. Etwa 44% der Ply-Poren schlie3en schlagartig, d.h. der Vorgang des
Porenschlusses bendtigt weniger als 10 ms. Etwa 28 % der Ply-Poren haben einen
langsam verlaufenden Porenschluss. Zusatzlich beobachtete man bei etwa 28 %
der Ply-Poren Elemente aus beiden beschriebenen Porenschluss-Kinetiken, d. h.
eine Kombination aus zuerst langsamem und dann schnellem Porenschluss oder
umgekehrt. Eine Erklarung fur diese unterschiedlichen Kinetiken kdnnte sein, dass
der schnelle Porenschluss einen Schluss der Ply-Pore selbst darstellt. Ply-Poren
hatten dann, sehr ahnlich wie lonenkanale, einen gedffneten und einen
geschlossenen Zustand, zwischen dem sie wechseln kdonnen. Den beobachteten
langsamen Porenschluss kénnte man als einen Abwehrversuch der betroffenen
Zelle interpretieren, das ,Leck® in der Zellmembran, verursacht durch die Ply-Pore,
zu reparieren“. Die betroffene Zelle konnte Uber eine Endocytose des
Membranabschnitts, in dem sich die Ply-Pore befindet, diese Ply-Pore beseitigen.

Die Membranreparatur wirde langsamer erfolgen als ein Porenschluss der Ply-
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Pore selbst. Einen indirekten Hinweis fur diesen von der Zelle ausgehenden
Porenschluss gibt die Beobachtung, dass an Lipid-Doppelmembranen die Ply-
Poren immer schnell schlie3en (Korchev et al. 1998). Da es sich bei Porenschluss
und ,Reparatur” um voneinander unabhangige Prozesse handelt, kdbnnte man so
auch die beobachteten kombinierten Porenschlusse erklaren. Wenn z. B. bei einer
offenen Ply-Pore die ,Membranreparatur® beginnt und sich die Pore dann selbst
schliet, so wurde das eine Kombination aus zuerst langsamem und dann
schnellem Porenschluss hervorrufen. Inwieweit diese Hypothese stimmt, kdnnten
zuklinftige  Experimente mit Hilfe von  Substanzen, die zellulare

Endocytoseprozesse beeinflussen konnen, klaren.

Zur Ermittlung der Konzentrations-Wirkungsbeziehung der Porenbildung durch Ply
wurde die Zeitdauer von der Ply-Applikation bis zum Auftreten der ersten Pore und
die Uber die Ply-Poren geflossene Ladung in den ersten 2 Minuten nach der ersten
Porenoéffnung bestimmt. Betrachtet man die Zeitdauer von der Ply-Applikation bis
zum  Auftreten der ersten Pore, so zeigt sich zwar eine
Konzentrationsabhangigkeit, die gemessenen Werte haben aber eine grol3e
Streubreite. Dies kann man darauf zurtckfiihren, dass die Applikation von Ply nicht
immer gleichartig und in der gleichen Entfernung zur gemessenen Zelle erfolgen
kann. Zur Ermittlung der Konzentrations-Wirkungsbeziehung von Ply wurde die

geflossene Nettoladung in nC/min ermittelt. Es zeigte sich eine deutliche

Konzentrationsabhangigkeit mit einem EC,-Wert von etwa 9 ng/ml Ply. Neben der

beschriebenen Konzentrations-Wirkungsbeziehung konnte man beobachten, dass
bei einer Ply-Konzentration von 10 ng/ml vermehrt groRere Porenstrome im
Vergleich zu einer Ply-Konzentration von 1 ng/ml gemessen wurden. Dieses
Ergebnis lasst sich mit der bereits vorgestellten Hypothese einer synchronen
Aktivitat von zusammengelagerten Ply-Grundporen erklaren. Bei der hdheren Ply-
Konzentration konnen mehr Ply-Molekule an die Zellmembran binden und sich
daher die Anzahl zusammen gelagerter Ply-Grundporen erhéhen. Das synchrone
Offnen dieser groReren Grundporengruppen ergibt dann die groBeren

Porenstrome bei hdheren Ply-Konzentrationen.

Aufgrund des aus der Konzentrations-Wirkungsbeziehung berechneten Hill-
Koeffizienten von 1,2 kann man vermuten, dass lediglich ein bis zwei Ply-Molekule

notig sind, um eine Ply-Pore zu bilden. Es kommt bei sublytischen Ply-
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Konzentrationen daher nicht zu den in der Literatur beschriebenen
elektronenmikroskopisch gesehenen ,Lochern®, die aus 30-50 Ply-Molekulen
bestehen sollen und einen Innendurchmesser von bis zu 30 nm haben
(Billington et al. 2000). Fur diese elektronenmikroskopischen Experimente wurden
Ply-Konzentrationen von bis zu 1 mg/ml eingesetzt, wahrend in der vorliegenden
Arbeit Porenstrome bei Ply-Konzentrationen im ng/ml Bereich gemessen wurden.
Es ist daher denkbar, dass die elektronenmikroskopisch dargestellten
Ansammlungen von Ply-Molekulen nicht den elektrophysiologisch, d.h. funktionell

nachgewiesenen Ply-Poren entsprechen.

Fir Listeriolysin O wurde eine erhdhte cytolytische Aktivitat bei niedrigeren pH-
Werten beschrieben (Glomski et al. 2002). Um eine solche pH-Abhangigkeit fir Ply
zu untersuchen, wurde eine Konzentrations-Wirkungsbeziehung fur Ply bei einem
extrazellularen pH-Wert von 6,5 ermittelt. Dabei zeigte sich kein signifikanter
Unterschied in der Konzentrations-Wirkungskurve, in der Kinetik der
Porenoéffnungen und -schlieBungen und in der Amplitude der Porenstréme zu den
Experimenten bei einem pH-Wert von 7,35. Zumindest fur den untersuchten

Bereich hat also der pH-Wert keinen Einfluss auf die Porenbildung durch Ply.

In der vorliegenden Arbeit wurde auch die Selektivitat der Ply-Poren fur
unterschiedliche lonen untersucht. Dabei wurden die intra- und die extrazellularen
lonenlésungen so verandert, dass man anhand der Strom-Spannungs-Kurven und
an den Amplituden der Porenstrome auf die Leitfahigkeit fur bestimmte lonen
schlie3en konnte. Es zeigte sich, dass die Ply-Poren leitfahig sind fur die Kationen

Na*, K*, Ca2*, Cholin, TEA und Arginin sowie fiir die Anionen CI" und Glutamat.
Aufgrund dieser Ergebnisse kdnnte man die Ply-Poren auch als unselektive

lonenkanale beschreiben, die auch fur grolere Moleklle leitfahig sind.

Durch die Ply-Poren kommt es zu einem Einstrom von Ca?* in die Zelle. Dieser
Anstieg der intrazelluldren Ca2*-Konzentration wurde an transfizierten HEK293-

Zellen, die einen Ca?*-abhangigen K*-Kanal (hSK4) exprimieren, nachgewiesen.
Direkt nach Offnung einer Ply-Pore kam es zur Aktivierung von hSK4-Kanalen. Der

entsprechende K*-Strom war transient und konnte nach erneuten Porenéffnungen

jeweils wieder beobachtet werden, d.h. die offenen Ply-Poren flhrten zu einer sich
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wiederholenden Aktivierung dieses K*-Stroms. Nach Austausch von Ca2* gegen
Ba?* in der Extrazelluldrldsung kam es zu keiner K*-Stromaktivierung nach Ply-

Porenbildung. Das extrazellulire Ca?* stréomt also durch die Ply-Poren nach
intrazellular und ist fur die Aktivierung der hSK4-Kanale verantwortlich. In weiteren

Experimenten wurden die intrazellularen Ca2+-Speicher des endoplasmatischen
Retikulums durch Inkubation mit Thapsigargin entleert. Unter diesen Bedingungen

zeigte sich bei einer Ply-Konzentration von 1 ng/ml in 3 von 4 Zellen keine
Aktivierung des Ca2*-abhangigen K*-Stroms in HEK293hSK4-Zellen. Bei einer

Zelle kam es nach lediglich einer Pore zu einem K*-Strom mit niedriger Amplitude.

Erhohte man die Ply-Konzentration auf 10 ng/ml, konnte man, trotz der entleerten

intrazellularen CaZ*-Speicher, eine Aktivierung des K*-Kanals beobachten. Diese

Experimente weisen darauf hin, dass bei einer Ply-Konzentration von 10 ng/ml die

gebildeten Ply-Poren allein einen so hohen Ca?*-Einstrom bewirken, dass es zur

Aktivierung der hSK4-Kanale kommt. Bei niedrigeren Ply-Konzentrationen reicht

allerdings das durch die Ply-Poren einstromende Ca?* nicht aus, die hSK4-Kanile
zu aktivieren. Aufgrund dieser Experimente an den transfizierten HEK293-Zellen

kann man davon ausgehen, dass unter physiologischen Bedingungen die

intrazelluldren Ca2*-Speicher des sarco/endoplasmatischen Retikulums den Ca?*-

Einstrom durch die Ply-Poren verstarken.

Nach Abschluss der fur die vorliegende Arbeit durchgefliihrten Messungen wurde in
unserer Arbeitsgruppe ein Messstand fir intrazellulare Ca?*-Konzentrations-

messungen eingerichtet. Dadurch war es moglich, die intrazellulare Ca?*-
Konzentration in HEK293-Zellen und HEK293hSK4-Zellen nach Ply-Applikation zu

beobachten. In diesen Experimenten zeigte sich deutlich ein wiederholter,
transienter Anstieg der intrazelluldren Ca2*-Konzentration unter Einwirkung von

Ply (1 ng/ml). Diese Daten zur direkten Messung der Ca2*-Konzentration

korrelieren sehr gut mit den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen zur

Aktivierung Ca?*-abhangiger K*-Kanale durch Ply. Ein Ca?*-Anstieg in der Zelle

beeinflusst vielfaltige inter- und intrazellulare Signale (Berridge et al. 1998).

Ostzilierende Anderungen der intrazelluldren Ca?*-Konzentration sollen zu
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Anderungen in der Genexpression filhren (Dolmetsch et al. 1997, 1998). Ein

intrazellularer Ca2+-Anstieg durch Ply wird in der Literatur fir eine Apoptose bei

Mikroglia- und Nervenzellen verantwortlich gemacht (Braun et al. 2002).

Desweiteren wird beschrieben, dass der Anstieg der Ca?*-Konzentration
ursachlich fur die Aktivierung neutrophiler Granulozyten und die Auslosung einer

verstarkten Entzindungsreaktion durch Ply ist (Cockeran et al. 2001). Dies konnte

bedeuten, dass die transienten intrazelluldren Ca*-Konzentrationsanstiege durch
die Ply-Poren ein wichtiger Bestandteil des Pathomechanismus von Ply sind.

Man geht davon aus, dass Ply mit dem Carboxy-terminal gelegenen Undekapeptid
an Cholesterol in der Zellmembran bindet, wodurch es 2zu einer
Konformationsanderung kommt und das Ply-Molekul lipophiler wird (Kelly &
Jedrzejas 2000). Erst diese Konformationsanderung soll es ermoglichen, dass Ply-
Molekule in die Membran inserieren und dann zur Zelllyse fihren kénnen. In der
vorliegenden Arbeit konnte erstmals direkt gezeigt werden, dass Cholesterol in der
Zellmembran essentiell fur die Bildung von Ply-Poren ist. Wenn HEK293-Zellen mit
Methyl-Beta-Cyclodextrin, das Cholesterol aus der Zellmembran herauslost,
vorbehandelt wurden, konnte keine Porenbildung durch Ply beobachtet werden.

Durch die ,Auswasch“-Experimente wurde gezeigt, dass es zur Porenbildung
durch Ply auch dann kommt, wenn man bereits eine Minute nach Ply-Applikation
die Badl6sung gegen Ply-freie Extrazellularlosung austauscht. Dieser Befund zeigt,
dass Ply-Molekile innerhalb von einer Minute mit einer so hohen Affinitat an der
Membran binden, dass sie nicht mehr auswaschbar sind. Die Bildung funktioneller
Poren setzt offensichtlich zeitlich verzégert nach der Bindung von Ply-Molekulen

an der Zellmembran ein.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Ply auch in zwei weiteren
Zelllinien transient Poren bildet. Bei den untersuchten Mausefibroblasten (NIH3T3-
Zellen) und auch bei den Mause-Mikroglia (BV2)-Zellen kam es durch die Ply-

Poren zu einem transienten intrazellularen Ca?*-Konzentrationsanstieg und damit

zu einer Aktivierung endogener CaZ*-abhangiger, spannungsunabhangiger K*-
Kanale. Auffallend war eine etwa 10fach geringere Empfindlichkeit der NIH3T3-
Zellen gegenuber Ply im Vergleich zu den HEK293-Zellen, d.h. es kam erst bei

einer Ply-Konzentration von 10 ng/ml zu einer Porenbildung. Eine auffallend
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geringe Empfindlichkeit fir den cytolytischen Effekt von Ply wurde kurzlich auch fur
Lungenepithel-Zellen und Monozyten gefunden (Hirst et al. 2002). Die Ursache fur
die unterschiedlichen Empfindlichkeiten verschiedener Zelltypen gegenuber Ply
und anderen Mitgliedern der CDC-Familie ist nicht bekannt. Eine mogliche
Ursache konnte die Verteilung von Cholesterol in der Zellmembran sein. Die
Cholesterol-Konzentration ist zwar in der Plasmamembran aller Saugetierzellen
sehr ahnlich, aber Cholesterol ist nicht homogen in der Membran verteilt, sondern
bildet Areale hdherer Cholesterol-Konzentration, so genannte lipid rafts (Brown
2002). Geht man davon aus, dass nach Bindung eines Ply-Molekiils an Cholesterol
in der Zellmembran eine Konformationsanderung stattfindet und es erst danach zu
einer Oligomerisierung, d.h. Anlagerung weiterer (cholesterolgebundener) Ply-
Moleklle zu einer funktionellen Pore kommt, so kdnnte die unterschiedliche
Cholesterol-Konzentration in den  lipid rafts® verschiedener Zelltypen deren
unterschiedliche Empfindlichkeit gegenuber Ply erklaren.

Mit der beobachteten Porenbildung an BV2-Zellen wurde die direkte Ply-Wirkung
an einem Zelltyp gezeigt, der bei einer Pneumokokken-Meningitis unmittelbar
betroffen ist. Mikrogliazellen sind spezialisierte Makrophagen, die der Phagocytose
von Krankheitserregern im ZNS dienen und so eine wichtige Rolle bei der lokalen
Infektabwehr spielen. Auffallend ist der bei BV2- im Vergleich zu HEK293-Zellen

geringere Anstieg des CaZ*-abhangigen K*-Stroms nach einer Porenbildung und
die kirzere Zeit der K*-Stromaktivierung, was zu einer hdéheren Haufigkeit

transienter K*-Stromaktivierungen flhrt.

Es gibt Hinweise, dass Ply auch von intakten Pneumokokken ausgeschleust
werden kann (Balachandran et al. 2001). Welche Rolle diese Freisetzung im
Rahmen einer Pneumokokken-Infektion spielt, ist bisher allerdings unklar. Die
wichtigste Quelle fur die Freisetzung von Ply stellen abgetdtete und lysierte
Pneumokokken dar. Fur die antibiotische Therapie der Pneumokokken-Infektion
bedeutet dies, dass die Antibiotika-Wirkung zwangslaufig zur Ply-Freisetzung fuhrt.
Eine Hemmung der Ply-Porenbildung ware also ein sinnvoller Ansatz,
pharmakologisch die Antibiotikatherapie zu erganzen. Daher wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nach Substanzen gesucht, welche den Ply-Porenstrom

blockieren konnen. Zuerst wurden Substanzen untersucht, die endogene
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lonenkandle wie Na® oder K*-Kanile blockieren kdnnen, andere, die die
Rezeptoren von ligandengesteuerten lonenkanalen kompetitiv blockieren, bzw.
eine Blockade des zum Rezeptor zugehorigen lonenkanals bewirken. Diese dabei
untersuchten Substanzen zeigten keinen blockierenden Effekt auf den Ply-
Porenstrom. Auch diejenigen untersuchten Substanzen, die klinisch am Menschen
eingesetzt werden, jedoch keine lonenkanal blockierenden Effekte besitzen
zeigten keinen Einfluss auf den Ply-Porenstrom. Bei den untersuchten Substanzen
Diazepam, Fluoxetin und Pirfenidon zeigte sich jedoch eine etwa um den Faktor 10
verstarkte Ply-Porenbildung. Ein verstarkender Effekt auf Ply-Poren und die
daraus evtl. resultierende klinische Relevanz wurde jedoch nicht weiter untersucht,

da in der vorliegenden Arbeit nur nach Porenblockern gesucht werden sollte.

In der Tat konnten in der vorliegenden Arbeit Substanzen gefunden werden, die

Ply-Poren blockieren konnen. Bei diesen Substanzen handelt es sich um
dreiwertige Metall-lonen, wie AI’* und die Lanthanoide La3*, Gd3* und Yb3*.

Durch Applikation der Lanthanoide (je 100 uM) bzw. von AIR* (1 mM) konnte der

Ply-Porenstrom vollstandig blockiert werden. Die Konzentrations-Wirkungs-

beziehungen sind bei den Lanthanoiden und dem AI3* sehr &hnlich. Fir alle vier
Substanzen lasst sich ein gleicher Hill-Koeffizient von etwa 1,5 berechnen.

AIB* mit einem ICgy-Wert von ca. 30 uM ist um eine Zehnerpotenz weniger potent

als die drei Lanthanoide mit einer IC5, von 3-6 pM. Die Blockade des Ply-

Porenstroms wurde fiir das Lanthanoid La3* als Vertreter fiir die gefundenen
Porenblocker intensiver untersucht. Verringerte man nach Blockade des Ply-

Porenstroms die extrazelluldre Konzentration von La3* wieder, konnte man

innerhalb  weniger Sekunden wieder Porendffnungen und -schlieBungen

beobachten. Die Verringerung der La3*-Konzentration erfolgte dabei zum einen

durch Austausch der Extrazellularlosung und zum anderen durch Bindung an den

Chelator EDTA. Die Porenblockade durch La3* resultiert offensichtlich aus einer

reversiblen Bindung der Kationen in oder an der Ply-Pore, wobei die Aufhebung

der Porenblockade durch Entfernen des La3* aus dieser Bindung dazu fuhrt, dass
die vorher blockierten, aber noch in der Membran befindlichen Ply-Poren wieder
durchlassig werden. Aulierdem werden die dann wieder gebildeten Poren offenbar

59



nicht sofort durch Metallionen blockiert.

An Lipid-Doppelmembranen konnte ein porenblockierender Effekt von Ca® in
einem Konzentrationsbereich von 10-20 mM beobachtet werden (Korchev et al.
1992). In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Ply-Poren bei
physiologischen Lésungsverhaltnissen fiir Ca** permeabel sind und diese nicht
blockieren. Ein porenblockierender Effekt fir so hohe Ca*-Konzentrationen ist
aufgrund der toxischen Wirkung klinisch nicht anzuwenden und wurde hier auch

nicht untersucht.

Uber die Toxikologie der Lanthanoide ist nur wenig bekannt. Welche
Konzentrationen an freiem La3* in vivo toleriert werden, ist in der Literatur nicht

beschrieben. La3* (1 mM) vermindert die mitogeninduzierte Proliferation von
Lymphozyten drastisch, was die beobachteten entziindungshemmenden Effekte

erklaren konnte (Yamage & Evans 1989). In millimolaren Konzentrationen kommt

es zur Zerstérung von Endothelzellen durch La3* und damit zu einer Zerstorung

der Blut/Organ-Grenzen (Marciniak et al. 1988). In neueren Studien wird eine
zytostatische Wirkung von La3* -Komplexen auf unterschiedliche Tumorzelltypen

beschrieben (Wang 2002). Gd3* wird in der diagnostischen Radiologie als
Magnetresonanz-Kontrastmittel verwendet, ist hierbei jedoch an einen Chelator
gebunden (Behra-Miellet et al. 1996; Spinosa et al. 2002). Im Tierversuch an der

Maus wurde gezeigt, dass freies Gd3* toxisch ist, wenn {ber 14 Tage jeweils
200 pg i.v. appliziert werden, was einem maximalen Plasmaspiegel von 750 yM
entspricht. Es kommt dann zum Anstieg der Leberenzyme und zu multifokalen
Leberzelldegenerationen, die von Infiltraten neutrophiler Granulozyten begleitet
sind (Wasserman et al. 1996). Diese Intoxikationszeichen werden allerdings nicht

beobachtet, wenn die Tagesdosis auf ein Drittel reduziert wird (= 250 pM). Das

dritte in der vorliegenden Arbeit als Ply-Porenblocker identifizierte Lanthanoid Yb3*
wurde bis heute nur wenig untersucht und es gibt keine Berichte Uber toxische
Wirkungen am Menschen. Beschrieben ist allerdings ein Anstieg der Leberenzyme
nach Applikation an der Ratte (Nakamura et al. 1997). Insgesamt scheinen die
toxischen Effekte von Lanthanoiden erst in Konzentrationsbereichen von mehreren

hundert uM aufzutreten.
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Im europaischen Trinkwasser kommt AI3* in einer Konzentration von etwa
0,1 mg/l vor, nachgewiesene Spitzenwerte liegen bei 26 mg/l, und wird daher

taglich vom Menschen oral aufgenommen. Die Aufnahme Uber die Nahrung betragt

etwa 5-15 mg/Tag. AuBerdem werden Aluminiumsalze (z.B. AI(OH);) zum

Neutralisieren des sauren Magensaftes klinisch eingesetzt. Allerdings wird nur
etwa 1% der oral aufgenommenen Menge resorbiert. Lediglich bei langfristiger
Einnahme hoher Dosen sind Stérungen des Phosphathaushalts und
Enzephalopathien beobachtet worden (Forth et al. 2001; Mutschler et al. 2001).

Aulerdem gibt es eine Studie, die eine langerfristige Einnahme von hochdosiertem
AIB* mit neurodegenerativen Veranderungen in Verbindung bringt (Soni et al.

2001). Ein mdglicher Einsatz von AIP* im Rahmen einer Pneumokokken-

Erkrankung wurde aber nur sehr kurzzeitig erfolgen; Daten Uber die Akuttoxizitat

von AI3* liegen bisher allerdings nicht vor.

Aus diesen allgemeinen Uberlegungen zur Toxizitdt heraus missen nun zunéchst
weitere Versuche an Zellkulturen und dann im Tiermodell gemacht werden. Es
stehen dazu zwei Tiermodelle zur Verfligung, und zwar das Maus-Pneumonie-
Modell (Azoulay-Dupuis et al. 2004) und das Maus-Meningitis-Modell (Wellmer et
al. 2002). Es muss herausgefunden werden, ob die in der vorliegenden Arbeit
gefundenen Ply-Porenblocker den Verlauf einer Pneumokokken-Erkrankung
positiv beeinflussen, ohne dabei selbst toxische Eigeneffekte zu entwickeln.
AulBerdem koénnen die Porenblocker helfen, die pathophysiologische Bedeutung
von Ply-Poren weiter zu untersuchen. Es ware ein grof3er Erfolg, wenn man mit
den gefundenen Ply-Porenblockern eine antibiotische Therapie der invasiven
Pneumokokken-Infektionen unterstitzen konnte und so den Krankheitsverlauf
mildern und die Folgeschaden reduzieren konnte.
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6 Zusammenfassung

Pneumolysin (Ply) ist ein essentieller Pathogenitatsfaktor von Streptococcus
pneumoniae, einem Gram-positivem Bakterium, welches Iebensbedrohliche
Infektionen wie Meningitis, Pneumonie und Sepsis auslost. Ply gehort zur Familie
der Cholesterol-abhangigen Toxine und fuhrt in hohen Konzentrationen zur Lyse
von Zielzellen. In dieser Arbeit wurde erstmals direkt die Porenbildung durch Ply in
sublytischer Konzentration elektrophysiologisch mit Hilfe der Patch-Clamp-
Methode untersucht. Hierbei wurden HEK293-, NIH3T3- und BV2-Zellen
eingesetzt. Ply fluhrt konzentrationsabhangig zu transienten Porendffnungen und
-schlieBungen. Die Porenbildung ist an die Anwesenheit von Cholesterol in der
Zellmembran gebunden. Es existiert eine elementare Ply-Grundpore mit einer
Leitfahigkeit von 680 pS. GroRere Porenstrome kommen wahrscheinlich durch
gleichzeitiges Offnen von mehreren in Gruppen liegenden Grundporen zustande.
Die Ply-Poren weisen keine Selektivitat fur die Kationen Na*, K*, Ca?*, Cholin, TEA
und Arginin sowie fur die Anionen CI" und Glutamat auf. Durch die Ply-Poren flief3t
Ca* in die Zellen und es kommt zu einer transienten Zunahme der intrazellularen
Ca?*-Konzentration. Ein unmittelbarer Effekt ist die Aktivierung Ca?-abhangiger,
spannungsunabhangiger K*-Kanale. Die durch Ply-Poren bedingte intrazellulare
Ca*-Konzentrationserhéhung kann durch Ca*-Freisetzung aus endogenen
Speichern verstarkt werden.

In der vorliegenden Arbeit gelang es erstmals, Substanzen zu finden, die den Ply-
Porenstrom blockieren kdnnen. Durch die Metalle aus der Gruppe der Lanthanoide
La*, Gd**, Yb* (je 100uM) sowie durch AP* (1 mM) wird der Ply-Porenstrom
vollstandig blockiert. Die Blockade ist konzentrationsabhangig und reversibel. Die
als Ply-Porenblocker identifizierten Metalle weisen eine sehr ahnliche
Konzentrations-Wirkungsbeziehung auf, wobei die 10fach geringere Potenz des
AP* auffallt. Mit der Blockade von Ply-Poren kénnten sich neue therapeutische
Méoglichkeiten eréffnen, die die Antibiotikatherapie von invasiven Pneumokokken-
Infektionen erganzen konnten.

67



7 Summary

Pneumolysin (Ply) is a major virulence factor of Streptococcus pneumoniae, a
Gram-positive bacterium that can cause life-threatening diseases, such as
meningitis, pneumonia and sepsis. Ply belongs to the group of cholesterol-
dependent cytolysins and induces lysis of target cells at high concentrations. The
present work demonstrates for the first time the pore formation induced by Ply in
sublytic concentrations directly by using the patch-clamp technique. Using
HEK293-, NIH3T3- and BV2-cells it was demonstrated that Ply leads to transient
pore-openings and closings in a concentration-dependent manner. Pore formation
by Ply depends essentialy on the presence of cholesterol within the plasma
membrane. An elementary pore with a conductance of 680 pS was identified. Ply-
induced pores most probably form clusters that exhibit synchronized opening and
closing states. These Ply-formed pores are non-selective for cations such as Na*,
K*, Ca*, cholin, TEA and arginin and anions such as CI" and glutamate. Ply-
induced pore formation causes a transient increase of the intracellular Ca®'
concentration leading to a direct activation of Ca®-dependent and voltage-
independent K*-channels. Furthermore, the Ply-dependent Ca® influx can be

amplified by intracellular Ca?* stores.

The present work describes for the first time substances that can block the current
through Ply-induced pores. The lanthanoides La** (100 uM), Gd* (100 uM) as well
as Yb* (100 uM) and the metal ion A** (1 mM) caused a complete blockade of the
pore current. The blockade is concentration-dependent and reversible. The metal
ions that were identified as blockers of Ply pores exhibit similar dose-response-
curves, in wich a tenfold lower potency of AI** becomes apparent. These new pore
blockers could provide further therapeutic approaches to supplement the antibiotic
therapy of pneumococcal diseases.
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