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1.Einleitung 
 

1.1 Streptococcus pneumoniae 

 

Streptococcus pneumoniae (ugs. Pneumokokkus) befindet sich laut WHO unter den 

Top 12 der gefährlichsten Krankheitserreger für die Menschheit (WHO, Global priority 

list of antibiotic-resistant bacteria to guide research, discovery, and development of 

new antibiotics; https://www.who.int/news-room/detail/27-02-2017-who-publishes-list-

of-bacteria-for-which-new-antibiotics-are-urgently-needed). Jährlich sterben etwa 

826.000 Kinder und 600.000 – 800.000 Erwachsene an den Folgen von Pneumokok-

ken-Infektionen (Becker-Dreps et al. 2017; Muley et al. 2017).  

Das ovale, Gram-positive Bakterium produziert eine Polysaccharid-Kapsel und tritt 

meist in Paaren (Diplokokken) oder kurzen Ketten auf. S. pneumoniae stellt einen 

humanspezifischen, extrazellulären Kommensalen des oberen respiratorischen Trak-

tes dar. Bei intaktem Immunsystem kommt es meist zu einer asymptomatischen Ko-

lonisation der Schleimhäute durch das Bakterium (Henriques-Normark und Tuoma-

nen 2013; Aliberti et al. 2014). Diese Besiedlung findet im frühen Kindesalter, meist 

bereits vor dem zweiten Lebensjahr statt. Da S. pneumoniae kein anderes natürli-

ches Habitat außer dem Menschen besitzt, ist die Übertragung von Person zu Per-

son essentiell für die Kolonisation (Feldman und Anderson 2016; Song et al. 2013).  

Die unterschiedlich aufgebaute Polysaccharidkapsel, welche den Hauptvirulenzfaktor 

von S. pneumoniae darstellt, lässt eine Einteilung des Bakteriums in > 94 Kapselse-

rotypen zu (Song et al. 2013). Die Kapsel befähigt den Erreger unter oft ungeklärten 

Umständen, bei Risikogruppen und suppremiertem Immunsystem verschiedene 

Krankheitsbilder auszulösen. Unterschieden wird hierbei zwischen nicht-invasiven 

und invasiven Infektionen. Die häufigeren nicht-invasiven bzw. lokal begrenzten In-

fektionen stellen Mittelohrentzündungen (Otits media) und Nasennebenhöhlenent-

zündungen (Sinusitis) dar. Invasive Infektionen werden als IPD „invasive 

pneumococcal disease“ (invasive Pneumokokken Erkrankung) bezeichnet. Dazu 

zählen Hirnhautentzündungen (Meningitis) und die Dissemination der Bakterien in 

die Blutbahn (Bakteriämie) (Feldman und Anderson 2016). Letztere stellen sehr 

schwere und vielmals lebensbedrohliche systemische Erkrankungen dar. Die Lun-

genentzündung (Pneumonie) kann sowohl nicht-invasiv als auch invasiv verlaufen, je 

nachdem, ob S. pneumoniae durch Schädigung des Lungengewebes Anschluss an 

https://www.who.int/news-room/detail/27-02-2017-who-publishes-list-of-bacteria-for-which-new-antibiotics-are-urgently-needed
https://www.who.int/news-room/detail/27-02-2017-who-publishes-list-of-bacteria-for-which-new-antibiotics-are-urgently-needed
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das Blutgefäßsystem gewinnt (Feldman und Anderson 2016). Besonders Kinder un-

ter 5 Jahren und ältere Erwachsene über 65 Jahren, sowie Personen mit Vorerkran-

kungen und immunsupprimierte Patienten sind besonders anfällig für Pneumokok-

ken-assoziierte Erkrankungen. Der ältere und durch Vorerkrankungen belastete Teil 

der Bevölkerung ist immer häufiger auf Pflegeheim- und Krankenhausaufenthalte 

angewiesen. Gerade diese hospitalisierten und oft immobilen Menschen sind durch 

invasive Pneumokokken-Erkrankungen bedroht (Örtqvist et al. 2005). In diesem Zu-

sammenhang stellt die zunehmende Antibiotikaresistenz verschiedener Pneumokok-

ken-Serotypen die Therapie vor immer größere Probleme (Örtqvist et al. 2005; Feld-

man und Anderson 2016; Drijkoningen und Rohde 2014).  

Die Prävention hat daher einen sehr hohen Stellenwert. Mittels Impfungen soll ein 

wirksamer Schutz gegen Pneumokokken-Erkrankungen aufgebaut werden. Zwei 

Klassen an Impfstoffen stehen heute zur Verfügung: 1) PPSV23, ein 23 Serotypen 

abdeckender Pneumokokken Polysaccharid Impfstoff und 2) PCV7/13, ein 7 bzw. 13 

Serotypen abdeckender Pneumokokken-Konjugat-Impfstoff. Letztere wurden entwi-

ckelt, um Kleinkinder unter 2 Jahren immunisieren zu können, da Polysaccharid-

Impfstoffe allein im jungen Immunsystem keine ausreichende Immunantwort und 

damit verbunden keinen wirksamen Schutz hervorrufen können. PCV13 vermittelt 

hierbei Immunität gegen die Serotypen 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A,19F, 

23F (Schulz und Hammerschmidt 2013; Daniels et al. 2016).  

Die aktuell verfügbaren Impfstoffe generieren einen Kapselserotyp-abhängigen 

Schutz sowohl vor nicht-invasiven, als auch vor invasiven Pneumokokken-

Erkrankungen. Andere Serotypen können jedoch den Nasen-Rachenraum weiterhin 

kolonisieren, was die Voraussetzung für schwere Infektionen durch diese Serotypen 

darstellt. Seit Einführung der o.g. Impfstoffe kommt es vermehrt zu einem Serotypen-

Austausch (Lu und Huang 2016). Dabei werden jene Serotypen, gegen die erfolg-

reich immunisiert werden kann (VT: Vakzinetypen), von nicht Vakzine-Serotypen 

(NVT) verdrängt, die zum Teil Antibiotikaresistenzen aufweisen. Dies ist auf die häu-

fig indikationslose oder falsche Applikation diverser Antibiotika zurückzuführen. Zum 

Beispiel treten die Serotypen 24F, 22F, 8 und 15A seit Einführung des PCV13 im 

Jahr 2010 häufiger in Erscheinung. Des Weiteren haben Infektionen durch Serotyp 

35B in den USA deutlich zugenommen (Daniels et al. 2016; Lu und Huang 2016; Lu 

et al. 2015a; Khan und Pichichero 2014). Zudem spitzen sogenannte Durchbruchin-

fektionen die Lage zu. Hierbei können Serotypen wie 19A durch beispielsweise un-
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vollständige Immunisierung weiterhin schwere Infektionen auslösen. Besonders be-

droht durch diesen Serotypen sind Kinder zwischen 2 und 5 Jahren (Lu et al. 2015a). 

Diese Entwicklungen in Kombination mit dem demographischen Wandel machen die 

genannten Erkrankungen zu einem Gesundheitsproblem mit immer größerer Trag-

weite. Aus diesen Gründen ist die Entwicklung Serotyp-unabhängiger Impfstoffe seit 

langem Gegenstand der Forschung. Als vielversprechende Impfstoffkandidaten wur-

den hoch-konservierte, oberflächenassoziierte und gleichzeitig immunogene Proteine 

von S. pneumoniae vorgeschlagen und zum Teil auch schon untersucht. Diese Krite-

rien erfüllen auch Lipoproteine, die sich in bisherigen Arbeiten insbesondere durch 

eine Toll-like Rezeptor (TLR) 2 vermittelte Immunantwort auszeichnen (Moffitt et al. 

2014; Moffitt und Malley 2011). In Untersuchungen konnten bereits Mäuse mittels 

hochkonservierter Pneumokokken Lipoproteinen wie PiaA und PiuA erfolgreich ge-

gen Infektionen durch S. pneumoniae immunisiert werden (Jomaa et al. 2006; Tai 

2006). Welche genauen Mechanismen jedoch im Menschen mittels eines Protein-

Vakzins eine Immunität erzeugen und in wie weit Erkenntnisse aus Maus-Modellen 

auf den Menschen übertragbar sind, wird aktuell untersucht.   

 

1.2 MetQ, DacB, PnrA und PsaA sind hochkonservierte Lipoproteine von  

Streptococcus pneumoniae 

 

1.2.1 Funktion, Biosynthese und Modifikation von Lipoproteinen 

Lipoproteine sind wichtige Bestandteile der Bakterienoberfläche von S. pneumoniae. 

Sie spielen bedeutende Rollen beispielsweise für die Nährstoffaufnahme, Proteinfal-

tung, aber auch Adhäsion an Wirtszellen, Immunevasion sowie Antibiotikaresistenz. 

Dies bedeutet, dass Lipoproteine eine entscheidende Rolle sowohl in Physiologie als 

auch Virulenzpotenzial von S. pneumoniae spielen (Petit et al. 2001; Kovacs-Simon 

et al. 2011). Dabei machen Lipoproteine ca. 2 % des gesamten Pneumokokken-

Proteoms und über 40 %, und damit einen beachtlichen Anteil der Oberflächenprote-

ine, aus (Pribyl et al. 2014; Babu et al. 2006). Die Translation von Proteinen erfolgt 

im Zytoplasma von S. pneumoniae. Hierbei werden zunächst Prä-prolipoproteine ge-

neriert. Diese Vorstufen besitzen ein N-terminales Signalpeptid, welches für die wei-

tere posttranslationale Modifikation verantwortlich ist. Eine Besonderheit stellt die in 

diesem Signalpeptid implementierte Lipobox dar. Es handelt sich hierbei um eine 

bestimmte Aminosäuresequenz (LXXC), welche auch ein Cystein beeinhaltet, das für 
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die Lipidierung der Proteine die entscheidende Rolle spielt (Babu et al. 2006). Über 

verschiedene Transportwege können die Prä-prolipoproteine die Zellmembran pas-

sieren. Auf der Außenseite der Membran verknüpft die Lipoprotein-Diacylglycerol-

Transferase (Lgt) die Thiolgruppe des Cysteins der Lipobox kovalent mit einem Di-

acylglycerol der Zellmembran unter Generierung eines Thioesters (Sankaran und Wu 

1994) (Abbildung 1). Das generierte Prolipoprotein wird bei Gram-negativen und sel-

ten bei Gram-positiven Bakterien noch mit einer dritten Acylkette direkt am Cystein 

über eine Amidbindung verknüpft (Gupta et al. 1993).  

Abschließend wird durch die Lipoprotein-Signalpeptidase II (Lsp) das Signalpeptid N-

terminal des Cysteins der Lipopox abgespalten (Tokunaga et al. 1982).  

 

 

 

Abbildung 1: Biosynthese und Modifikation von Lipoproteinen 

Dargestellt ist der Syntheseweg vom Prä-prolipoprotein im Cytosol, über die kovalente Ver-

knüpfung mittels Lgt an die Zellmembran und Generierung des Prolipoproteins, bis hin zum 

reifen Lipoprotein auf der Membranoberfläche nach Abspaltung des Signalpeptides durch 

die Lsp (Kohler et al. 2016). 

 

1.2.2  MetQ (sp_0149) – Substratbindungsprotein eines Methionin-ABC-                   

          Transporters 

 

MetQ ist ein oberflächenassoziiertes Lipoprotein von S. pneumoniae. Es hat ein Mo-

lekulargewicht von ca. 30,4 kDa (Bhushan et al. 2011) und wird durch das Gen 

sp_0149 des Pneumokokken-TIGR4 Genoms kodiert. Es weist eine hohe Konservie-

rung innerhalb der bekannten Pneumokokken Serotypen auf (>97 %) (Basavanna et 

al. 2013). Die Prozessierung des Lipoproteins erfolgt typisch durch die Enzyme Lgt 

und Lsp. MetQ stellt das substratbindende Protein der Methionin-ATP-
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Bindungskassette (ABC) Transporters MetQNP dar. MetN stellt in diesem Zusam-

menhang als ATPase die Energie für den Transport zur Verfügung und MetP als 

Permease den Transportweg durch die Membran. MetQ weist eine hohe Affinität zu 

L-Methionin mit einer Dissoziationskonstante (KD) von ca. 26 nM auf. Das enzymati-

sche Maximum wird also schon bei niedrigen Substratkonzentrationen erreicht. Un-

tersuchungen mit MetQ-defizienten Pneumokkoken-Mutanten haben gezeigt, dass 

bei für Säugetiere typischen Blutkonzentrationen an Methionin von 7-43 µM keine 

Methioninaufnahme mehr stattfindet. Das weist darauf hin, dass MetQ ein essentiel-

ler Bestandteil des Methioninaufnahmesystems von S. pneumoniae bei physiologi-

schen Konzentrationen darstellt. Da Methionin eine der seltensten Aminosäuren in 

Organismen darstellt und zudem unabdingbar für Proteinsynthese und Bestandteil 

von S-Adenosylmethionin ist, spielt MetQ eine wichtige Rolle zur Aufrechterhaltung 

der Vitalität und für das Wachstum von Pneumokokken (Basavanna et al. 2013; 

Bhushan et al. 2011; Saleh et al. 2014).Des Weiteren haben Untersuchungen mit 

MetQ-defizienten Pneumokkoken-Mutanten eine verringerte Pathogenität im Maus-

modell nachweisen können, was die vitale Rolle von MetQ für S. pneumoniae bestä-

tigt (Saleh et al. 2014). 

 

1.2.3   DacB (sp_0629) L,D–Carboxypeptidase 

DacB ist ein oberflächenassoziiertes Lipoprotein, dessen Gen im hochkonservierten 

Genlocus sp_0629 des Pneumokokken Serotyps TIGR4 lokalisiert ist (Abdullah et al. 

2014). Auch DacB wird lipoproteintypisch in der äußeren Zellmembran verankert und 

durch die Enzyme Lgt und Lsp posttranslational modifiziert. DacB zeichnet sich durch 

seine L,D–Carboxypeptidase-Aktivität aus. Hierbei werden Peptidbindungen zwischen 

Aminosäuren bzw. zwischen Aminosäuren und Zuckermolekülen hydrolytisch gespal-

ten. Es muss dabei zwischen den jeweiligen D- und L-Enantiomeren der Aminosäu-

ren unterschieden werden, wobei die L,D Carboxypeptidase Peptidbindungen zwi-

schen sowohl L-als auch D-Aminosäuren spalten kann. Dies spielt eine entscheiden-

de Rolle in der Homöostase der Peptidoglykanschicht (PGN) der Zellwand von 

S. pneumoniae. Diese PGN Schicht liegt der Zellmembran auf und ist aus zwei im 

Wechsel angeordneten Zuckermolekülen aufgebaut (N-Acetylglucosamin und N-

Actelymuraminsäure), welche untereinander durch Peptide bestehend aus  L- und D-

Aminosäuren quervernetzt werden und so eine stabile Schicht bilden (Heijenoort 
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2001). Auf diese Weise erfüllt die PGN Schicht wichtige Aufgaben als Exoskelett und 

osmotische Barriere (Garcia-Bustos et al. 1987; Severin und Tomasz 1996). Da die 

PGN Schicht für Zellwachstum und Teilung einem ständigen Umbau unterliegen 

muss, ist ein kontinuierlicher Auf- und Abbau unerlässlich. Die Enzyme DacA, ein 

Penicillin-Bindungsprotein (PBP3) und DacB arbeiten sequentiell und brechen die 

PGN-Bestandteile auf, um eine neue Modellierung der Zellwand, die Zellteilung und 

Recyceln der Zellwandbestandteile zu ermöglichen. DacB spaltet hierbei die von 

DacA generierten Tetrapeptide hydrolytisch zu Tripeptiden. Nur diese sind der PGN 

Biosynthese zugänglich und daher für diese essentiell. Untersuchungen mit DacB-

defizienten Pneumokokken-Mutanten ergaben eine veränderte Morphologie, verän-

derte Zellteilungsprozesse und niedrigere Wachstumsdichten. Letztere sind auf eine 

erhöhte Autolyse aufgrund der artifiziellen Zellwand zurückzuführen. Dies verdeutlicht 

den Stellenwert von DacB im Erhalt der strukturellen Integrität und der Vermehrung 

von S. pneumoniae (Abdullah et al. 2014; Barendt et al. 2011).  

 

1.2.4  PnrA (sp_0845) Substratbindungsprotein eines Nukleosid ABC Transpor-

ters 

Bei PnrA handelt es sich ebenfalls um ein typisches Lipoprotein, welches auf der 

Oberfläche von S. pneumoniae lokalisiert ist. Es wird über den hochkonservierten 

(>98 %) Genlocus sp_0845 im TIGR4 Pneumokokken-Genom kodiert (Saxena et al. 

2015). Wie bei MetQ ist PnrA als Teil eines ATP-abhängigen ABC Transport-

Enzymkomplexes für die Substratbindung verantwortlich. Als ATPase wird das Pro-

tein im Genlocus sp_0846 und als Permeasen die Proteine in von den Genen 

sp_0847 und sp_0848 kodiert. Hierbei bindet PnrA nach derzeitigem Kenntnisstand-

bevorzugt die Nukleoside Cytidin, Guanosin, Uridin und Inosin. Vorangegangene Ex-

perimente mit PnrA-defizienten Pneumokokken-Mutanten haben eine verringerte Vi-

rulenz ergeben. Damit spielt das hochkonservierte PnrA eine bedeutende Rolle im 

Erhalt der Virulenz und damit in der Pathogenität von S. pneumoniae (Saxena et al. 

2015). 
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1.2.5  PsaA (sp_1650) Substratbindungsprotein eines Mangan (Mn2+) ABC 

Transporters 

Als Teil des Mangan ABC Transporters PsaBCA ist das oberflächenassoziierte Lip-

oprotein PsaA für die Substratbindung verantwortlich. Es handelt sich um ein hoch-

konserviertes Protein und wird von allen bekannten S. pneumoniae Serotypen expri-

miert (Lu et al. 2015b).  PsaB stellt hierbei die ATPase und PsaC die Transmemb-

randomäne des Multienzymkomplexes dar. Seine Bedeutung erhält PsaA durch die 

angenommenen anti-oxidativen Eigenschaften von Mangan in S. pneumoniae. Be-

sonders im Bereich von Infektionen werden bspw. von Makrophagen reaktive Sauer-

stoffspezies (ROS) freigesetzt, welche intrazellulär oxidativen Stress verursachen 

(Sica und Mantovani 2012). Generierte PsaA-defiziente Pneumokokken-Mutanten 

wiesen eine blockierte Zink- als auch Manganaufnahme auf, sodass sie anfällig ge-

genüber oxidativen Zellschäden wurden, da Mangan ein wichtiger Kofaktor für die 

bakterielle Superoxid Dismutase darstellt (Kohler et al. 2016). Die Mutante wies wei-

terhin eine reduzierte Virulenz und damit eine verminderte Fähigkeit zur Kolonisation 

des Nasen-Rachen-Raumes auf (McAllister et al. 2004). Das Virulenz-Defizit scheint 

eine Folge des Manganmangels zu sein, zurückzuführen auf verringertes Wachstum 

und erhöhte Anfälligkeit gegen oxidativen Stress (Kohler et al. 2016). Zusätzlich 

konnte in Untersuchungen gezeigt werden, dass PsaA ein wichtiges Adhäsionsmole-

kül von S. pneumoniae darstellt. Das Protein nutzt hierfür E-Cadherin als Rezeptor 

zur Bindung an menschlichen Epithelzellen der nasopharyngealen Schleimhaut (An-

derton et al. 2007). 

 

Die vorgestellten Pneumokokken-Lipoproteine wurden aufgrund ihres konservierten 

(>95 %) Auftretens, ihrer oberflächlichen Lage, ihrer Immunogenität und ihrer Bedeu-

tung für die Vitalität, das Wachstum und die Virulenz von S. pneumoniae, als poten-

zielle Vakzinkandidaten für Serotyp-unabhängige Impfstoffe eingestuft.  

 

1.3 TLR2 vermittelte Immunantwort von Makrophagen auf S. pneumoniae                                                                                                  

       Lipoproteine 

Makrophagen sind mononukleäre Zellen des angeborenen Immunsystems und in 

verschiedensten Geweben des menschlichen Körpers ansässig (van Furth et al. 

1972). Es werden zwei Arten von Makrophagen hinsichtlich ihrer Genese beschrie-
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ben. Residente Makrophagen entwickeln sich aus embryonalen Vorläuferzellen un-

abhängig der Hämatopoese (Sieweke und Allen 2013; Epelman et al. 2014). Auf der 

anderen Seite entwickeln sich rekrutierte Makrophagen, aus hämatopoetischen 

Stammzellen im Knochenmark, zirkulieren als Monozyten im Blut und differenzieren 

nach Auswanderung im Gewebe zu Makrophagen (Sieweke und Allen 2013).  

Makrophagen erfüllen in ihren Gewebsnischen Aufgaben der Homöostase, wobei 

apoptotische Zellen abgebaut, Gewebstrümmer verwertet und dabei Nährstoffe recy-

celt werden (Sieweke und Allen 2013; Gordon und Martinez 2010; van Furth et al. 

1972). Die Hauptaufgabe der Makrophagen besteht jedoch in der Aufnahme und 

dem unschädlich machen von körperfremden Eindringlingen, wobei das Hauptau-

genmerk hier auf Mikroben liegen soll (Gordon und Martinez 2010). Makrophagen 

erkennen, phagozytieren und prozessieren potenzielle Pathogene und präsentieren 

deren Bestandteile auf ihrer Oberfläche mittels Major Histocompatibility Complex II 

(MHCII) T-Lymphozyten des adaptiven Immunsystems (Unanue et al. 1976; Aderem 

und Underhill 1999). Des Weiteren besitzen Makrophagen eine Reihe von Rezepto-

ren, die ihnen das Erkennen von pathogen associated molecular patterns (PAMPs) 

(hochkonservierte Oberflächenstrukturen von Mikroorganismen, zu denen auch Lip-

oproteine gehören) ermöglichen (Peiser und Gordon 2001; Ozinsky et al. 2000). Zu 

diesen Rezeptoren gehören u.a. die TLRs. Diese befähigen die Makrophagen bei 

Kontakt mit PAMPs ein breites Spektrum von Cytokinen und Chemokinen freizuset-

zen um andere Zellen der Immunabwehr anzulocken und die Entzündungsmecha-

nismen des Körpers in Gang zu setzen (Nau et al. 2002; Benoit et al. 2008; Ozinsky 

et al. 2000). Durch verschiedene Stimulantien differenzieren Monozyten in Makro-

phagen-Untergruppen. Der Kontakt mit Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-

stimulierendem Faktor (GM-CSF) und Interferon-gamma (INF) in Kombination mit 

Lipopolysaccharid (LPS), einem PAMP Gram-negativer Bakterien, polarisiert Mo-

nozyten zu pro-inflammatorischen Makrophagen (M1) (Ohradanova-Repic et al. 

2016). Diese produzieren Entzündungsmediatoren wie TNFα, IL-1β, IL-6, IL-12, IL-23 

und ein ganzes Set an Chemokinen wie bspw. CCL2, CCL5, CXCL8 und CXCL10 

(Veckman 2003; van Ginderachter et al. 2006). Auf diese Weise können M1 Makro-

phagen Entzündungsreaktionen auslösen und weitere Immunzellen rekrutieren 

(Benoit et al. 2008). Des Weiteren wird durch die M1 Makrophagen das adaptive Im-

munsystem für eine spezifische Abwehrreaktion und die Entwicklung einer Immunität 

aktiviert, um Pathogene effektiv zu eliminieren (Hoebe et al. 2004; Mackaness 1964). 
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Andererseits differenzieren Monozyten durch Makrophagen-Kolonie-stimulierenden 

Faktor (M-CSF) und IL-4 in eine anti-inflammatorische Form (M2a) (Ohradanova-

Repic et al. 2016). Diese regulieren die Immunantworten, fördern die Gewebsrepara-

tur und sind für die Parasitenabwehr verantwortlich (Gordon 2003). Diese Zellen 

zeichnen sich durch IL-10, IL-1ra und TGF-β Produktion aus. Des Weiteren setzen 

sie die Chemokine CCL-17, 18, 22 und 24 frei (Foey 2014; Ohradanova-Repic et al. 

2016). Weitere Subklassen von M2 Makrophagen stellen M2b- und M2c-

Makrophagen dar (Martinez 2008). Die Polarisation in pro- bzw. anti-

inflammatorische Makrophagen ist jedoch nicht endgültig. Die Zellen behalten die 

Fähigkeit sich nach bereits vorangegangener Polarisation erneut umzudifferenzieren. 

Diese Plastizität erlaubt den Makrophagen eine funktionelle Adaptation auf verschie-

dene Einflüsse z.B. Cytokinmuster oder Kontakt mit LPS (Stout et al. 2005).  

S. pneumoniae Lipoproteine werden von Makrophagen mittels TLR2 und TLR6 er-

kannt (Mukherjee et al. 2016). Diese Rezeptoren bilden ein Heterodimer, welches die 

diacylierten Lipoproteine des Gram-positiven Pathogenes detektiert. Zur Erkennung 

der triacylierten Lipoproteine Gram-negativer Bakterien bilden TLR2 und TLR1 ein 

Heterodimer (Mukherjee et al. 2016; Kawai und Akira 2006). Nach Erkennung der 

Antigene aktiveren die Rezeptoren eine intrazelluläre Signalkaskade, welche unter 

anderem zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB führt. Darauffolgend kommt 

es zur Synthese und Freisetzung der verschiedenen Cytokine und Chemokine (Wat-

ters et al. 2007; Oeckinghaus et al. 2011).  

 

1.4 Zielsetzung der Arbeit 

Ziel dieser Arbeit ist es, die induzierte Immunreaktion sowohl von pro- als auch anti-

inflammatorisch polarisierten Makrophagen auf die Stimulation durch die lipidierten 

sowie nicht-lipidierten Pneumokokken Oberflächenproteine MetQ, DacB, PnrA und 

PsaA zu untersuchen. Hiermit soll beleuchtet werden, in wie weit lipidierte Oberflä-

chenproteine von S. pneumoniae eine stärkere Immunreaktion in humanen Makro-

phagen im Vergleich mit den entsprechend nicht-lipidierten Proteinvarianten induzie-

ren.   
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2. Materialien 

2.1 Chemikalien 

Tabelle 1:   Verwendete Chemikalien 

Substanz Hersteller 

A. dest. Institutseigene Herstellung 

Acryl/Acrylamid Roth 

Agarose Genaxxon 

Ammoniumpersulfat (APS) AppliChem 

β-Mercapthoethanol AppliChem 

Bromphenolblau Sigma-Aldrich 

CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-

1-propansulfonat) 

Carl Roth GmbH 

Coomassie Brillant Blau G-250 AppliChem 

DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma 

EDTA (Ethylendiamintetraacetat) AppliChem 

Essigsäure Institut für Biochemie, 

Greifswald 

FCS (fetales Kälber-Serum) Gibco 

Ficoll-Paque™ PLUS GE Healthcare 

Glycin AppliChem 

Glycerin Roth 

HD GreenPlus™ DNA Stain INTAS 

Hefeextrakt Carl Roth GmbH 

Imidazol Merck 

Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) AppliChem 

Kaliumdihydrogenphosphat Carl Roth GmbH 

Luminol Carl Roth GmbH 

L-Glutamin-Lösung (100ml) PAA 

Magermilchpulver Carl Roth GmbH 
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Fortsetzung Tabelle 1: Verwendete Chemikalien 

Substanz Hersteller 

NaCl Carl Roth GmbH 

Natriumdodecylsulfat (SDS) 

 

Carl Roth GmbH 

Natriumdihydrogenphosphat Carl Roth GmbH 

Natriumcarbonat AppliChem 

Pepton Carl Roth GmbH 

Pyruvat-Lösung (100ml) PAA 

p-Coumarsäure Carl Roth GmbH 

Saccharose Carl Roth GmbH 

Silbernitrat Carl Roth GmbH 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth GmbH 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Applichem 

Triton-X Applichem 

Wasserstoffperoxid Carl Roth GmbH 

 

2.2 Monozyten-Stimulanzien 

Tabelle 2: Verwendete Stimulanzien 

Stimulanz Art. Nummer Hersteller 

rekombinanter humaner Granulozyten 

Makrophagen Kolonie-Stimulierender 

Faktor (rh GM-CSF) 

 11343125 ImmunoTools 

rekombinanter humaner Makrophagen 

Kolonie-Stimulierender Faktor (rh M-

CSF) 

 11343115 ImmunoTools 

Interleukin 4 (IL-4)  11340045 ImmunoTools 

Lipopolysaccharid (LPS)  L4391 Sigma-Aldrich 
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2.3 Antibiotika 

Tabelle 3: Verwendete Antibiotika 

Antibiotikum Hersteller 

Kanamycin Carl Roth GmbH 

 

2.4 Enzyme 

Tabelle 4: Verwendete Enzyme 

Enzym Hersteller 

DreamTaq-Polymerase Thermo Scientific 

PFU-DNA-Polymerase AG Hammerschmidt 

Restriktionsenzym FD NdeI Thermo Scientific 

Restriktionsenzym FD BamHI Thermo Scientific 

Restriktionsenzym FD NheI Thermo Scientific 

Restriktionsenzym FD HindIII Thermo Scientific 

T4-Ligase BioLabs 

 

2.5 Nährmedien 

Tabelle 5: Verwendete Nährmedien 

Medium Inhaltsstoffe 

LB-Medium (lysogeny broth) 10 g Pepton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl 

pro Liter A. dest 

LB-Agar 10 g Pepton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, 

12 g Agar pro Liter A. dest 

LB-Miller-Medium (für ClearColi®) 10 g Pepton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl 

pro Liter A. dest 
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Fortsetzung Tabelle 5: Verwendete Nährmedien 

Medium Inhaltsstoffe 

RPMI 1640 + Zusätze 20 mM L-Glutamin, 10 % hitzeinaktivier-

tes FCS, 1 % Natrium-Pyruvat Lösung + 

1 % Penicillin/Streptomycin 

 

2.6 Geräte 

Tabelle 6: Verwendete Laborgeräte 

Gerät Hersteller 

Agarose Elektrophoresekammer CSB Scientific 

ÄKTApurifier™-900 GE Healthcare 

Allegra X-12R Centrifuge Beckman Coulter 

Brutschrank 37°C Laborgeräte Berlin 

ChemoCam INTAS 

CO2 Inkubator, Hera cell 160i Thermo Scientific 

Digital Heatblock- Heizblock VWR 

Fluoreszenz Mikroskop Observer.Z1 Zeiss, Visitron Systems 

FLUOstar®Omega BMG LABTECH 

Gefrierschrank -20°C Liebherr, Siemens 

Geldokumentation INTAS GDS®, INTAS 

SDS-Gelkämme Biorad 

Heraeus Pico17 Centrifuge Thermo Scientific 

Innova 44 Inkubationsschüttler New Brunswick 

LUNARIS™ Reader AYOXXA 
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Fortsetzung Tabelle 6: Verwendete Laborgeräte 

Gerät Hersteller 

NanoDrop 1000 Spektrophotometer PEQLAB 

Pipetten (1000µl; 200µl; 20µl) Gilson 

PHC19 Thermoblock Grant 

pH-Meter, seven easy Mettler Toledo 

Photometer Ultrospec 1100 pro Biochron, Cambridge 

Safe 2020 biologische Sicherheitswerkbänke  Thermo Scientific 

SDS Gelkammer Biorad 

Standard Power Pack P25 Biometra 

T3 Thermocycler Biometra 

T1 Thermocycler Biometra 

Tiefkühltruhe -80°C New Brunswick Scientific, 

Thermo  

Scientific 

Transblot SD Semidry Transfer Cell Biorad 

Ultraschall-Sonotrode Bandelin Sonopuls GM70,  

Bandelin electronics 

UV-Leuchttisch TFX-20M, Vilbert Lourmat 

Vielkolbenschüttler VKS 75 A control Edmund Bühler® GmbH 
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2.7 Molekularbiologische Kits 

Tabelle 7: Verwendete Kits 

Kit Hersteller 

LUNARIS™ Human 5-Plex Cytokine Kit AYOXXA 

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System Promega 

Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit Zymo Research 

Human IL-8/CXCL8 DuoSet ELISA R&D Systems® 

 

2.8 Eukaryotische Zellen 

Tabelle 8: Verwendete eukaryotische Zelllinien 

Zellstamm Herkunft Verwendung 

PBMC (mononukleäre Zel-

len des peripheren Blutes) 

Isolation aus Buffy-Coat 

Blut (Transfusionsmedi-

zin Greifswald) 

Differenzierung zu Makro-

phagen (M1, M2a), Cyto-

kinantwort auf Proteinreiz 

 

2.9 Bakterienstämme 

Tabelle 9:  Verwendete Streptococcus pneumoniae Stämme 

Bakterienstamm Herkunft/Referenz Verwendungszweck 

TIGR4lux (PN315) (Schulz et al. 2014) DNA als Template für PCR 
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Tabelle 10:  Verwendete E. coli Stämme 

Bakterienstamm Herkunft/Referenz Verwendungszweck 

XL-1 blue (E227) Stratagene Klonierung, Transformation 

DH5α Novagen Klonierung, Transformation 

ClearColi® BL21 (DE3) 

(E220) 

Lucigen® Heterologe Protein-Expression 

In Klammern ist die Stammsammlungsnummer der AG Hammerschmidt angegeben 

 

2.10 Oligonukleotide 

Tabelle 11: Verwendete Primer 

Primer Sequenz (5’→3’) 

metQ_pETlip forward (1835) GCGCCATATGGGAAACTCA-

GAAAAGAAAGCAGA 

metQ_pETlip reverse (1836) GCGCGATCCTTAATGATGATGATGAT-

GATGCCAAACTGGTTGATCC 

dacB forward (484) GCGCGCTAGCCAAGAAAAAACAAAAAAT

GAAG 

dacB reverse (485) GGCCAAGCTTAATCGACGTAGTCTCC 

In Klammern ist die Stammsammlungsnummer der AG Hammerschmidt angegeben 

 

2.11 Plasmide 

Tabelle 12: Verwendete Plasmide 

Plasmid Herkunft Verwendungszweck 

pETlip3 dacB (1105) AG Hammerschmidt (Doktorarbeit  

Franziska Voß1) 

heterologe Expression 

pETlip3 metQ (1180) Diese Arbeit (Doktorarbeit F. Voß) heterologe Expression 

1Promotionsarbeit Dr. Franziska Voß, Interfakultäres Institut für Genetik und Funktionelle Genom-
forschung, Abteilung für molekulare Genetik und Infektionsbiologie; Prof. Hammerschmidt 
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Fortsetzung Tabelle 12: Verwendete Plasmide 

Plasmid Herkunft Verwendungszweck 

pETlip3 pnrA (1106) AG Hammerschmidt  (Doktorarbeit 

F.Voß) 

heterologe Expression 

pETlip3 psaA (1107) AG Hammerschmidt  (Doktorarbeit 

F.Voß) 

heterologe Expression 

pET28TEV (pTP1) 

metQ (732) 

AG Hammerschmidt (Voß et al. 

2018) 

heterologe Expression 

pET28TEV (pTP1) 

dacB (829) 

Diese Arbeit (Doktorarbeit F.Voß) 

(Abdullah et al. 2014) 

heterologe Expression 

pET28TEV (pTP1) 

pnrA (827) 

AG Hammerschmidt 

 (Voß et al. 2018) 

heterologe Expression 

pET28TEV (pTP1) 

psaA (831) 

AG Hammerschmidt 

 (Voß et al. 2018) 

heterologe Expression 

In Klammern ist die Stammsammlungsnummer der AG Hammerschmidt angegeben 

 

2.12 Antikörper 

Tabelle 13: Verwendete Antikörper 

Antikörper Hersteller/Herkunft Verdünnung 

Maus-Anti penta His-IgG Qiagen 1:2500 

Maus-Anti-MetQ-IgG AG Hammerschmidt (F. Voß) 1:1500 

Maus-Anti-DacB-IgG AG Hammerschmidt (F. Voß) 1:1500 

Maus-Anti-PnrA-IgG AG Hammerschmidt (F. Voß) 1:1500 

Maus-Anti-PsaA-IgG AG Hammerschmidt (F. Voß) 1:1500 

Ziege-Anti-Maus POX Jackson ImmoResearch 1:5000 
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Fortsetzung Tabelle 13: Verwendete Antikörper 

Antikörper Hersteller/Herkunft Verdünnung 

Maus-Anti-Mensch CD68 abcam® 1:500 

Kaninchen-Anti-Mensch CD206 

Alexa Fluor® 647 

abcam® 1:1000 

Kaninchen-Anti-Mensch CD86 abcam® 1:1000 

Ziege-Anti-Kaninchen  

Alexa-Fluor ® 488  

Invitrogen 1:500 

 

 

2.13 Verbrauchsgegenstände/ Materialien 

Tabelle 14: Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterialen Hersteller/Typ 

Dialyseschlauch 16 mm Flachbreite, MWCO 12-14000 Da; 

Medicell international 

Gewebekultur Flasche; Cellstar; T175 Greiner Bio-One 

Handschuhe Sarstedt 

HisTrapTM FF Crude 1 ml GE Healthcare 

Küvetten (Polystyrol 1 ml) Sarstedt 

Kryoröhrchen Sarstedt 

Mikrotiterplatte; Cellstar 24-Vertiefungen Greiner Bio-One 

Nitrocellulose-Membran Protan® Whatman Protran® 

PCR-Reaktionsgefäß (200 μl) Sarstedt 

Pipettenspitzen 

(10 μl, 200 μl, 1000 μl) 

Sarstedt 

Reaktionsgefäße (1,5 ml, 2 ml) Sarstedt 

Rotizell® Tissue-Tücher Roth 

Serologische Pipetten 

(5 ml, 10 ml, 25 ml) 

Sarstedt 

Whatman-Papier Chromatography Paper, GE Healthcare 

Zentrifugenröhrchen (250 ml, 50 ml,15 ml) Sarstedt 
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Tabelle 15:  Größenmarker 

Marker Größen Hersteller 

GeneRuler™ 1 kb 

DNA Ladder 

250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 

2500, 3000, 3500, 4000, 5000, 

6000, 8000, 10000 bp 

Fermentas 

PageRuler™ Prestained 

Protein Ladder 

10, 15, 25, 35, 40, 55, 70, 90, 130, 

170 kDa 

Fermentas 

A     B 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

PageRuler™ Prestained Protein Ladder            GeneRuler™ 1kbDNA Ladder 

 

  

BP 
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3.Methoden 
 

3.1 Molekularbiologische Methoden 

Die rekombinaten Plasmide pETlip3 dacB, pnrA und psaA (Doktorarbeit F. Voß), so-

wie pET28TEV metQ (Saleh et al. 2014), pnrA und psaA (Abdullah et al. 2014) waren 

in der AG Hammerschmidt bereits vorhanden. Die rekombinanten Plasmide pETlip3 

metQ und pET28TEV dacB wurden de novo mittels Klonierung hergestellt. 

 

3.1.1 Polymeraseketten-Reaktion (PCR – Polymerase chain reaction) 

Zur Vervielfältigung von spezifischen DNA-(Desoxyribunukleinsäure) Abschnitten 

kommt die PCR zum Einsatz. Bei diesem Verfahren werden mit Hilfe von Oligonukle-

otiden (Primern) sowohl stromauf- (5‘) als auch stromabwärts (3‘) begrenzte DNA-

Abschnitte vervielfältigt. Eingesetzt werden hierbei verschiedene temperaturstabile 

DNA-Polymerasen (Pfu-Polymerase, DreamTaq-Polymerase). Die drei grundlegen-

den Schritte sind hierbei die Denaturierung des Template (DNA-Fragment, genomi-

sche DNA) bei 94-96°C, die Hybridisierung der Primer entsprechend ihrer Länge und 

Sequenz vorzugsweise bei 55°C und die Elongation durch die Polymerase bei 72°C. 

Diese Schritte werden zwischen 15 und 30-mal im Thermocyler wiederholt womit sich 

auch kleinste DNA Mengen vervielfältigen lassen. 

Die einzelnen Schritte des Verfahrens wurden hinsichtlich Dauer, Temperatur und 

Anzahl der Zyklen variiert. Die verwendeten Primer zur Amplifizierung der Gens für 

metQ, welches mittels pETlip3 Vektor  lipidiert werden sollte, fügten dem Fragment 

eine Zusatzsequenz für einen His6-Tag hinzu. Für die PCR des dacB Fragmentes 

war dies nicht nötig, da der His6-Tag durch den Vektor vermittelt wurde. Als Template 

kamen 50-500 ng isolierte genomische DNA des Pneumokokken-Stammes TIGR4lux 

zum Einsatz. 
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Tabelle 16:    PCR-Ansatz zur Amplifizierung von metQ und dacB 

Komponente Volumen 

10x Pfu-Ultra Puffer    5 μl 

dNTP-Lösung 10mM    1 μl 

Primer metQ/dacB forward    1 μl 

Primer metQ/dacB reverse    1 μl 

genomische DNA von TIGR4lux (Template) 1:10 50-500 ng 

A. dest.  80 μl 

Pfu DNS-Polymerase    2 μl 

 

Tabelle17: PCR-Programm zur Amplifizierung von metQ und dacB: 

Schritt Temperatur Dauer 

Initiale Denaturierung 98°C 30 s  

Denaturierung 98°C 5 s Zyklen: 

30 Primer-Hybridisierung 55°C 30 s 

Elongation 72°C 30 s 

Abschließende 

Elongation 

 

72°C 

 

300 s 

Pause   7°C Nach Bedarf 

 

3.1.2 Kolonie PCR 

Zur Kontrolle der Transformationen der E. coli Klone mit den rekombinanten Plasmi-

den wurden die Klone mittels Kolonie PCR auf das gewünschte DNA-Fragment un-

tersucht. Hierfür wurde von auf Agar-Platten gewachsenen Bakterien einzelne Kolo-

nien in 50µl A.dest. aufgenommen. Die suspendierten Zellen wurden für 10min bei 

96°C im Thermocycler lysiert. Anschließend wurden 16,53μl des Lysats und 3,74μl 

PCR-Mastermix gemischt und der entsprechende DNA-Abschnitt unter Nutzung des 

Thermocylcers amplifiziert. 
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Tabelle18: PCR-Master Mix zur Kontrolle auf metQ- und dacB-DNA 

Komponente Volumen 

DreamTaq Puffer 10x 82 μl 

dNTP-Lösung 10mM 16,4 μl 

Primer metQ_pETlip/ dacB forward 24,6 μl 

Primer metQ_pETlip/ dacB reverse 24,6 μl 

DreamTaq Polymerase 5,125 µl 

 

Tabelle19: Kolonie PCR-Programm zur Kontrolle auf metQ- und dacB-DNA 

Schritt Temperatur Dauer 

Initiale Denaturierung 96°C 120 s  

Denaturierung 96°C 30 s Zyklen 

15 Primer-Hybridisierung 55°C 30 s 

Elongation 72°C 70 s 

Abschließende 

Elongation 

72°C 300 s 

Pause   7°C Nach Bedarf 

 

3.1.3 DNA Agarose-Gelelektrophorese 

Verwendete Lösungen und Puffer: 

 

TRIS-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) (20x): 800 mM TRIS, 20 mM EDTA, in 1 l A. dest, 

pH 8,0 

Agarose-Ladepuffer: 25 % (w/v) Saccharose, 0,1 % (w/v) Bromphenolblau, in 1x 

TAE-Puffer 

 

Die Gelelektrophorese wurde unter Verwendung von Agarosegelen mit 0,8% Agaro-

se durchgeführt. 
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Tabelle20:  Zusammensetzung 0,8 % Agarosegel 

Gel Zusammensetzung 

0,8 % Agarosegel 2,4 g Agarose Broad Range 

300 ml 1x TAE Puffer 

18 µl HDGreen™ Plus DNA Stain 

 

Mittels der Agarose-Gelelektrophorese können Nukleinsäuren größenspezifisch auf-

getrennt werden. Verwendung finden hierfür 0,8 % Agarosegele.  

Aufgrund der Poren des Agarose-Gels werden nach Anlegen einer Spannung die 

größeren DNA-Fragmente an einer schnellen Passage durch das Gel behindert, 

während die kleineren Moleküle schneller und weiter im Gel wandern können. Zur 

Kontrolle wurde stets ein Größenstandard (GeneRuler™ 1 kB DNA Ladder) mit auf-

getragen. Die Elektrophorese wurde in einer mit 1x TAE-Puffer gefüllten Elektropho-

rese-Kammer durchgeführt. Die DNA-haltigen Lösungen wurden mit Agarose-

Ladepuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Der Fluoreszenz-Farbstoff 

HDGreen™ Plus, welcher dem Agarosegel beigemischt wurde, lagert sich an die 

DNA an und macht sie unter UV-Licht detektierbar. Anschließend wurden die Proben 

bei einer Spannung von 70-90 V aufgetrennt.  

Die Auswertung und Dokumentation fand unter Nutzung eines UV-Tisches und der 

Geldokumentationskamera von INTAS statt.  

 

3.1.4 Reinigung amplifizierter DNA aus PCR-Ansätzen 

Nach durchgeführter PCR und positiver Kontrolle auf das gewünschte DNA Fragment 

mittels Gelelektrophorese sollte die DNA aus der Lösung des PCR-Ansatzes isoliert 

werden. 

Zu diesem Zweck kam das „Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System“ der Firma 

Promega zum Einsatz. Die Durchführung erfolgte nach dem mitgelieferten Protokoll 

und unter Nutzung der dem Kit beiliegenden Reagenzien. 

Die auf diese Weise isolierte DNA wurde erneut mittels Gelelektrophorese auf korrek-

te Größe und Reinheit kontrolliert. 
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3.1.5 Plasmid-Isolierung aus E. coli 

E. coli DH5α, welche mit rekombinanter Plasmid-DNA transformiert wurden und auf 

ihren entsprechenden mit Antibiotika versetzten Selektivagarplatten wuchsen, wur-

den für Plasmid-Isolierungen herangezogen. Die Isolation erfolgte mittels Säulen-

chromatographie aus angesetzten 7ml Kulturen von E. coli DH5α. Die Übernachtkul-

turen wurden bei Zimmertemperatur für 5-10min bei 3.300xg zentrifugiert. Der Über-

stand wurde verworfen und das Bakteriensediment für die Plasmidisolierung mittels 

dem „Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System“ von Promega verwendet. 

Die Durchführung erfolgte entsprechend des dem Kit beiliegenden Protokolls sowie 

mittels der mitgelieferten Reagenzien. Die Präparation des Plasmids wurde mittels 

Agarose-Gelelektrophorese kontrolliert. Die Konzentrationsbestimmung von Plasmid-

DNA in Lösung erfolgte mit NanoDrop Spektrophotometrie. 

 

3.1.6 Restriktionsendonukleasen-Verdau 

Die Enden der zu klonierende DNA Fragmente und die Schnittstellen des Vektors 

mussten mittels Restriktionsenzymen für eine Ligation prozessiert werden. Es han-

delt sich dabei um Nukleasen, welche an palindromischen Nukleotidsequenzen bin-

den und anschließend eine Spaltung durchführen. Bei den entstehenden Endstücken 

handelt es sich bei den verwendeten Enzymen um Überhänge (sticky Ends). Not-

wendig ist dieser Schritt, um zum einen den Vektor zu linearisieren und zum anderen 

sowohl Vektor als auch das zu klonierende DNA-Fragment für die DNA-Ligase pro-

zessierbar zu machen. 

Der Vektor besitzt die entsprechenden Erkennungssequenzen in sogenannten „mul-

tiplen Klonierungsabschnitten“ (multiple cloning sites) während in die zu klonierende 

DNA die Sequenzen während der PCR mittels der verwendeten Primer inseriert wur-

de. 
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Tabelle 21: Restriktionsansatz für pETlip3 und pET28TEV 

Reaktions-Komponente Volumen µl Reaktions-Komponente Volumen µl 

pETlip3 Plasmid 9,2 (1 µg) pET28TEV 11,5 (1 µg) 

FD Puffer 10x 1,5 FD Puffer 10x 1,5 

FD NdeI 1 FD NheI 1 

FD BamHI 1 FD HindIII 1 

A. dest. 2,3   

Die Restriktionsansätze wurden bei 37 °C im Heizblock für 1h inkubiert. 

Die zu klonierenden DNA-Fragmente wurden mit den entsprechend gleichen Enzy-

men und Puffern prozessiert. 

 

3.1.7 Isolierung von DNA aus Agarose-Gel 

Um nach elektrophoretischer Auftrennung von DNA-Lösungen im Agarose-Gel die 

gewünschten DNA-Fragmente zu isolieren, wurden die entsprechenden Banden un-

ter UV-Licht mittels Skalpell aus dem Agarose-Gel ausgeschnitten. Anschließend 

erfolgte die Gewichtsbestimmung des Gelfragmentes. Die Reinigung der DNA erfolg-

te unter Nutzung des Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit. Die Durchführung fand 

entsprechend des dem Kit beiliegenden Protokolls sowie mittels der mitgelieferten 

Reagenzien statt.  

 

3.1.8 Ligation 

Mittels der Ligation werden die durch die Restriktionsspaltung vorbereiteten Plasmide 

und die dacB- bzw. metQ-DNA miteinander verknüpft. Hierfür kommen Enzyme, die 

sogenannten Ligasen zum Einsatz. Sie verbinden die durch gleiche Restriktions-

enzyme erstellten überhängenden Enden (sticky ends) von Plasmid und DNA-

Fragment. Zur Berechnung der einzusetzenden Masse der zu klonierenden DNA 

kommt eine Formel zum Einsatz: 
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3 ∗ 𝑚𝑉𝑒𝑘𝑡𝑜𝑟 ∗ 𝐿ä𝑛𝑔𝑒 𝐷𝑁𝐴 𝐹𝑟𝑎𝑔𝑚𝑒𝑛𝑡

𝐿ä𝑛𝑔𝑒 𝑉𝑒𝑘𝑡𝑜𝑟
= 𝑚𝐷𝑁𝐴 

Als Vektor wurde die Masse des Vektors eingesetzt, welche im Ligationsansatz ver-

wendet werden soll. Im Fall dieser Arbeit wurden durchgehend 200 ng Plas-

mid/Vektor verwendet. Die Sequenzlänge von metQ beträgt 855 bp, die von dacB 

717 bp. Die Vektoren pETlip3 und Pet28TEV besitzen eine Größe von 3158 bp bzw. 

6412 bp. Für die Ligation kam das Enzym T4 Ligase von BioLabs zum Einsatz. 

Das pET28TEV Plasmid (pTP1) wurde genutzt, um Proteine in nicht-lipidiertem Zu-

stand heterolog exprimieren zu können. Der Vektor beinhaltet ein Kanamycin- sowie 

ein Erythromycin-Resistenzgen, wobei letzteres während des Restriktions-

endonukleaseverdaus herausgeschnitten wurde. Weiterhin vermittelt das Plasmid 

dem klonierten Gen einen C-terminalen His6-Tag sowie eine Bindungsstelle für die 

TEV-Protease. Die exprimierten Proteine akkumulieren im Zytoplasma, da bei der 

Amplifizierung der Protein kodierenden Gene mittels PCR, durch die verwendeten 

Primer, die Sequenz der Signalpeptide nicht amplifiziert wurde. Entsprechend findet 

posttranslational kein Einbau der Proteine in die Zellmembran und hierbei auch keine 

enzymatische Verknüpfung mit der Zellmembran statt, wodurch die Proteine nicht 

lipidiert werden.  

Für die artifizielle Lipidierung der Proteine wurde das Plasmid pETlip3 verwendet. Es 

handelt sich um ein modifiziertes pETHis Plasmid, verfügt über ein Kanamycin-

Resistenzgen, versetzt das Protein ebenfalls mit einem His6-Tag und fügt dem Pro-

tein die Signalsequenz OspA hinzu. Es handelt sich um die Signalsequenz des Outer 

Surface Protein A (OspA) von Borrelia Burgdorferi und vermittelt posttranslational 

eine Triacylierung des Proteins an einem Cysteinrest. Dies ist für die heterologe Ex-

pression in E. coli notwendig, da Lipoproteine des Gram-positiven S. pneumoniae 

eine Diacylierung aufweisen, während E. coli als Gram-negatives Bakterium weitest-

gehend triacylierte Lipoproteine in seine Membran integriert (Gupta et al. 1993). 
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Tabelle 22: Ligationsansatz pETlip3 und pET28TEV mit entsprechender DNA 

 

Die Inkubation der Reaktionsansätze erfolgte bei 14°C im THC19 Thermoblock über 

Nacht. 

 

3.1.9 Sequenzierung klonierter Gene 

Vor der Transformation in den Expressionsstamm musste mittels Sequenzierung die 

Sequenz des klonierten Gens im Plasmid überprüft werden. Dazu wurde das rekom-

binante Plasmid zur Firma MWG eurofins geschickt, welche die Sequenzierung mit 

den jeweilgen forward Primern für das pTP1 Plasmid bzw. dem T7 Promotor Primer 

(5’- TAATACGACTCACTATAGGG-3’) für das pETLip3 Plasmid durchführte.  

 

3.2 Proteinanalytische Methoden 

3.2.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen und Nukleinsäuren mittels 

NanoDrop 

Mittels des Spektrophotometers ist es möglich die Konzentration von Nukleinsäuren 

und Proteinen in Lösungen zu bestimmen. Genutzt wurde das NanoDrop Spektro-

photometer 1000. Bei dieser Methode wird sich das Absorptionsverhalten der Nukle-

insäuren bei 260 nm Wellenlänge zu Nutze gemacht. Bei der Bestimmung von Pro-

teinkonzentrationen wird die Absorption bei 280 nm bestimmt. Hierbei wird die Kon-

zentration unter Berücksichtigung der Hintergrundabsorption bei 310 nm mit der 

nachfolgenden Formel berechnet. 

Reaktions-

Komponente 

Volumen  µl Reaktions-

Komponente 

Volumen  µl 

Vektor pETlip3 5,4 (200 ng) Vektor pET28TEV 13,3 (200 ng) 

metQ- DNA 1,9 (145,5 ng) dacB- DNA 3,7(82,7 ng) 

T4 Ligase 1 T4 Ligase 1 

T4 Puffer 10x 1,2 T4 Puffer 10x 2 

A. dest. 2,5   
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𝐾𝑜𝑛𝑧𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑚𝑔/𝑚𝑙 =
𝐸280 𝑛𝑚 − 𝐸310 𝑛𝑚 ∗ 𝑀𝐺

𝐸𝐾
 

Die Absorptionen (E) bei 280 und 310 nm werden voneinander subtrahiert, mit dem 

Molekulargewicht (MG) multipliziert und durch den molekularen Extinktionskoeffizien-

ten (EK) dividiert 

 

3.2.2 Heterologe Expression von MetQ, DacB, PnrA und PsaA in 

ClearColi® BL21(DE3) 

Verwendete Puffer und Lösungen: 

LB-Medium für ClearColi®: 10 g Pepton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl auf 1 Liter 

A.dest 

SDS- 2x Probenpuffer: 6 ml A.dest., 4 ml Sammelgelpuffer, 10 % (w/v) SDS, 4 ml 

Glycerin, 2 ml β-Mercaptoethanol, eine Spatelspitze Bromphenolblau 

 

E. coli ClearColi® BL21 (DE3) Klone, die zuvor erfolgreich mit den rekombinanten 

Plasmiden pETlip3 metQ, dacB, pnrA und psaA sowie pET28TEV metQ, dacB, pnrA 

und psaA transformiert wurden, können durch die Eigenschaften des Plasmids zur 

heterologen Expression der Proteine angeregt werden. Dazu wurde eine Vorkultur 

der Bakterien in 40 ml LB-Medium mit 50 µg/ml Kanamycin angesetzt und über 

Nacht bei 30°C im Schüttelinkubator (110 rpm) angezogen. Am folgenden Tag wur-

den 800 ml LB-Medium für ClearColi® mit 50 µg/ml Kanamycin als Selektionsfaktor 

versetzt und mit der Vorkultur auf eine OD600nm von 0,1 beimpft. Die optische Dichte 

wurde mit Hilfe eines Photometers bestimmt. Die 800 ml Hauptkultur wurde bei 30°C 

und schütteln (100 rpm) bis zu einer OD600nm von 0,6 inkubiert. Anschließend wurde 

durch Zugabe von Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG, 1mM Endkonzentrati-

on) die heterologe Expression induziert. Es wurden vor der Induktion und drei Stun-

den lang stündlich nach Induktion 2 ml Proben der Hauptkultur entnommen.  

Die Proben wurden zentrifugiert und anschließend mit A. dest. sowie 2x SDS-

Probenpuffer versetzt. Anschließend wurden die Proben 10min im Heizblock bei 

95°C lysiert und die Proteine denaturiert. 

Mittels der SDS-PAGE und anschließender Färbung durch Coomassie Brillant Blau 

wurde die Proteinexpression kontrolliert. Nach 3h erfolgte die Zellernte durch Zentri-

fugation mit 5000 xg bei 4°C für 10 min. Das Zellsediment wurde bei -20 °C gelagert.  
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3.2.3 Proteinauftrennung mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid- 

gelelektrophorese(SDS-PAGE) 

Verwendete Puffer und Lösungen: 

SDS-Sammelgelpuffer: 500 mM TRIS-HCl, in A. dest, pH 6,8 

SDS- Trenngelpuffer: 1,5 M TRIS-HCl, in A. dest, pH 8,8 

SDS-10x Laufpuffer: 0,23 M TRIS, 1,52 M Glycin, 1 % SDS (w/v) in A. dest. 

SDS- 5x Probenpuffer: 6 ml A. dest., 10 ml Sammelgelpuffer, 10 % (w/v) SDS, 10 ml 

Glycerin, 5 ml β-Mercapthoethanol, eine Spatelspitze Bromphenolblau 

SDS- 2x Probenpuffer: 6 ml A.dest., 4 ml Sammelgelpuffer, 10 % SDS (w/v), 4 ml 

Glycerin, 2 ml β-Mercaptoethanol, eine Spatelspitze Bromphenolblau 

In dieser Arbeit wurden durchgehend 12 % SDS-Gele hergestellt und verwendet. 

Tabelle 23: Herstellung SDS-Gel 12%, 1,5 mm: 

Komponente Volumen für Sammelgel in µl Volumen für Trenngel in µl 

A. dest. 3400 3300 

Acryl/Bisacrylamid 830 4000 

Sammelgelpuffer 630 - 

Trenngelpuffer - 2500 

SDS-Lösung 10%ig 50 100 

APS 10%ig 50 100 

TEMED 5 4 

 

Entsprechend des Schemas wurde zuerst das Trenngel gegossen, mit einer dünnen 

Schicht Isopropanol überlagert und für 20-30 min zum polymerisieren ruhen gelas-

sen. Anschließend wurde nach abgießen des Isopropanols das Sammelgel auf das 

feste Trenngel gegossen und der Gelkamm blasenfrei eingesetzt. Nach ca. 20 min 

war die Polymerisierung abgeschlossen. 

Die SDS-PAGE dient dem Auftrennen von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht.  

Dabei werden die anionischen Eigenschaften des Detergens SDS genutzt, durch 

welche die Proteine eine konsequent negative Ladung erhalten. Die Eigenladung der 

Proteine spielt dadurch keine Rolle mehr, wodurch sie in einem elektrischen Feld 

nach Größe aufgetrennt werden können. Die Eigenschaften des Sammelgels führen 

vorerst zu einer Fokussierung und Konzentrierung der Proteine. Nach Eintritt der 
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Proben in das Trenngel, wandern kleine Moleküle aufgrund der Porengröße schneller 

und weiter während die größeren, schwereren Moleküle an einer schnellen Passage 

gehindert werden und höher im Gel laufen. Dabei wurde das Prinzip der diskontinu-

ierlichen Gelelektrophorese nach Laemmli genutzt (Laemmli 1970). Die Proteinpro-

ben wurden vor der SDS-PAGE mit SDS- 5x Probenpuffer versetzt und anschließend 

5 min bei 95 °C denaturiert. Zur Auftrennung der Proteine wurde das Gel in eine mit 

1x SDS-Laufpuffer gefüllte Gelkammer eingesetzt. Zur Elektrophorese wurde eine 

Spannung von 90 V angelegt bis das Sammelgel durchlaufen wurde. Anschließend 

wurde die Spannung auf 120-140 V angehoben. Zur Identifizierung von Molekülgrö-

ße/Molekülmasse wird zusätzlich ein Größenmarker (PageRuler™ Prestained Pro-

tein Ladder) mit aufgetragen.  

 

3.2.4 Färbemethoden zur Detektion von Proteinen in SDS-Polyacrylamid-Gelen 

Verwendete Puffer und Lösungen: 

Coomassie-Blau-Färbelösung: 65 % (v/v) A. dest., 25% (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Es-

sigsäure, 0,05 % (w/v) Coomassie-Brillant-Blau G-250;  

Entfärbelösung: 65 % (v/v) A. dest., 25 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Essigsäure 

Fixierlösung (Silber): 12 ml Essigsäure, 50 ml Ethanol, 50 µl Formaldehyd (37 %), 38 

ml A. dest. 

 

Sensitivierungslösung: 100 µl Natriumthiosulfat-Pentahydrat (10 %ig), 49,9 ml A. 

dest. 

Silberfärbelösung: 0,1 g Silbernitrat, 37,5 µl Formaldehyd (37 %), 50 ml A. dest. 

Entwicklungslösung: 1,5 g Natriumcarbonat, 2 µl Natriumthiosulfat-Pentahydrat 

(10 %ig), 25 µl Formaldehyd (37 %), 50 ml A. dest. 

Waschlösung: 50 ml Ethanol (96 %), 46 ml A. dest. 

Stopplösung: 2 g Glycin, 200 ml A. dest. 

 

Zur Detektion von Proteinbanden im SDS-Gel werden diese mittels verschiedener 

Färbemethoden sichtbar gemacht. In dieser Arbeit wurden die Färbungen mittels 

Coomassie-Brillant-Blau sowie Silbernitrat genutzt. 

Zur Färbung mit Coomassie Brillant Blau wurde das Gel für etwa 2-3 Stunden in die 

Färbelösung eingelegt und geschwenkt. Nach abgießen der Färbelösung wurde die 

Entfärbelösung hinzugegeben und das Gel über Nacht unter Schwenken entfärbt. 

Am nächsten Tag konnten im entfärbten Gel die nach wie vor gefärbten Proteinban-
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den beurteilt werden. Der Farbstoff bildet Komplexe vor allem mit unpolaren und ba-

sischen Seitenketten von Proteinen und lässt sich daher nicht ohne weiteres von die-

sen entfernen. Aus diesem Grund bleiben die Proteine weiterhin gefärbt während das 

Gel nach der Entfärbung ungefärbt vorliegt. 

Bei der Färbung mittels Silbernitrat wurde das Gel vorerst 2-3 Stunden bzw. über 

Nacht in der Fixierlösung fixiert. Anschließend wurde das Gel zweimal 20 min mit der 

Waschlösung gewaschen. Das gewaschene Gel wurde eine Minute mit Sensitivie-

rungslösung behandelt und darauffolgend dreimal 20 s mit A. dest. gewaschen. Es 

folgte der Färbeschritt mittels Silberfärbelösung für 20 min. Nach dreimaligem Wa-

schen für 20 s mit A. dest., wurde zur Entwicklung die Entwicklerlösung hinzugege-

ben und die Reaktion bei gewünschter Färbung der Proteinbanden mit Stopplösung 

beendet. Es folgte ein weiterer Waschritt mit A. dest. für 30 s und anschließend für 

10-30 min ein erneuter Auftrag von Stopplösung um die Entwicklungsreaktion voll-

ständig zu beenden. Die Lagerung des Gels erfolgte in A. dest. 

 

3.2.5 Western Blot Analyse 

Verwendete Puffer und Lösungen: 

TBS (TRIS buffered saline) (10x): 0,5 M TRIS, 2 M Natriumchlorid, in 1 l A. dest, pH 

7,4 

Semi-Dry-Blot SDS Puffer 20x: 0,96 M TRIS, 0,77 M Glycin, 74 ml 10 % SDS, auf 1 l 

mit A. dest. 

Semi-Dry-Blot SDS Puffer 1x: 50 ml 20x Semi-Dry-Blot-SDS-Blotting-Puffer, 200 ml 

Methanol, 750 ml A. dest.; Blockierungslösung 5 %: 6 ml TBS-Puffer, 0,3 g Mager-

milchpulver 

Waschlösung 0,05 %: 298,5 ml TBS, 1,5 ml TWEEN® 20 

Chemolumineszenz-Lösung: 2 ml Lösung A, 0,89 ml Lösung B, 20 ml Lösung C, auf 

200 ml mit A. dest. 

Stammlösung A: 250 mM Luminol in 20 ml DMSO; Stammlösung B: 90 mM p-

Coumarsäure in 50 ml DMSO; Stammlösung C: 1 M TRIS-HCl in 100 ml A. dest, pH 

8,5 

 

Bei einem Immunoassay, zu denen auch der Western Blot gehört, werden Primäran-

tikörper gegen ein bestimmtes Protein oder eine Markierung (Tag) verwendet, um 

diese zu markieren. Anschließend werden Sekundärantikörper hinzugegeben, wel-

che spezifisch an die vorher genutzten Primärantikörper binden. Diese Sekundäranti-

körper sind mit einer Peroxidase konjugiert, die eine Farbreaktion auslöst, welche 
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mittels Chemoluminiszens detektierbar und proportional zur enthaltenen Proteinmen-

ge ist.  

Nach erfolgter SDS-Gelelektrophorese wurde ein Semi-Dry-Blot des Gels auf eine 

Nitrocellulose-Membran durchgeführt. Hierzu wurde das Gel mit der Membran zwi-

schen zwei Whatman Filterpapiere luftblasenfrei in den Transblot SD Semidry Trans-

fer gebettet und mit Semi-Dry-Blot SDS Puffer 1x befeuchtet. Für den Transfer wurde 

eine Spannung von 15 V für 1 Stunde angelegt. Die Membran wurde anschließend 

über Nacht bei 4°C in 6 ml 5 % Blockierungslösung unter Rollen in einem 50 ml Re-

aktionsgefäß inkubiert. Durch die Milchproteine, an welche die genutzten Antikörper 

nicht binden, werden die freien Stellen der Membran blockiert. Anschließend wurden 

für die Detektion der Proteine MetQ, DacB, PnrA und PsaA jeweils ein proteinspezifi-

scher polyklonaler Maus-Antikörper in einer Endkonzentration von 1:1500 zur Blo-

ckierungslösung hinzugegeben. Nach einer Stunde inkubieren bei RT unter einer 

rollenden Bewegung folgten drei Waschschritte von je 5 min mit jeweils 5 ml Wasch-

lösung. Anschließend wurde der Sekundärantikörper in einer Endkonzentration von 

1:5000 in 5 ml Waschlösung hinzugegeben (anti-Maus-Antikörper IgG konjugiert mit 

Meerrettich-Peroxidase). Nach erneuter Inkubation für eine Stunde bei RT und rollen, 

folgten drei Waschungen von je 5 min mit 5 ml Waschlösung. Zur Entwicklung wur-

den 6 ml Chemolumineszens-Lösung und 2 µl Wasserstoffperoxid hinzugegeben und 

1,5 min inkubiert. Anschließend konnten die detektierten Proteinbanden mittels 

ChemoCam dokumentiert werden. 

 

3.2.6 Reinigung der His6 – getaggten Proteine 

Verwendete Puffer und Lösungen: 

 

Bindungspuffer: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 7,4 auf 1l mit 

A.dest. 

Elutionspuffer: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 500 mM Imidazol, pH 7,4 auf 0,5l mit 

A.dest. 

 

Aufgrund des His6-Tags der Proteine, können dieses mittels Affinitätschromatogra-

phie aus Lösungen isoliert werden. Bei diesem Verfahren macht man sich die hohe 

Affinität von Nickel zu Imidazol zu Nutze. Es kam eine nickelhaltige HisTrap™FF 

crude 1 ml Säule zum Einsatz, welche die Imidazolseitenketten der Histidinreste des 

His-Tags binden und somit Proteine aus ihrer Lösung isolieren konnte. Um die Säule 
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zu äquilibrieren und die Proben aufzutragen kam ein Bindungspuffer zum Einsatz. 

Des Weiteren wurde ein Elutionspuffer genutzt, um die Proteine von der Säule zu 

eluieren. Durch die hohe Imidazolkonzentration des Elutionspuffers werden die Pro-

teine von den Nickelatomen verdrängt und von der Säule eluiert. Genutzt wurde da-

für das ÄKTApurifier protein purification system von GE Healthcare. Die Bedienung 

des ÄKTApurifier erfolgte nach Anleitung. 

Zur Vorbereitung der Proben für den ÄKTApurifier wurde das bei -20 °C gelagerte 

Zellsediment langsam aufgetaut. Die Zellen wurden in 8 ml Bindungspuffer suspen-

diert und anschließend 3-4 mal je 30 Sekunden bei 70-80 % mittels Ultraschall ly-

siert. Zur Solubilisierung der lipidierten Proteine wurde 0,123 g CHAPS zum Lysat 

hinzugegeben und für 4 h bei RT und schütteln inkubiert. Im Falle der nicht-lipidierten 

Proteine entfiel dieser Schritt. 

Das Lysat wurde darauffolgend in 1,5 ml Reaktions-Röhrchen überführt und 20 min 

bei 4 °C und 17.000 xg zentrifugiert. Die entstandenen Überstände mit gelöstem Pro-

tein (8-10 ml) wurden auf die Säule aufgetragen. 

Die Auswertung erfolgte mittels SDS-PAGE und Silberfärbung der entsprechenden 

Elutionsfraktionen.  

 

3.2.7 Umpufferung von gelösten Proteinen mittels Dialyse 

Verwendete Puffer und Lösungen: 

 

PBS-Puffer (phosphate buffered saline): 8 g/L NaCl, 0,2 g/L KCl, 1,42 g/L Na2HPO4, 

0,27 g/L KH2PO4 

 

Bei der Dialyse nutzt man das Prinzip von semipermeablen Membranen, um unge-

wünschte Substanzen aus Lösungen zu entfernen. Dabei können nur Stoffe die 

Membran passieren, welche die Porengröße nicht überschreiten. In dieser Arbeit 

wurde mit einem Schlauchsystem gearbeitet, welches die Passage von Molekülen im 

Bereich von 12-14000 Da sowie Flüssigkeiten erlaubte. Auf diese Weise wurden die 

Proteine aus dem Elutionspuffer in 1x PBS umgepuffert. 

Nach einbringen der Proteinfraktionen in einen 16 mm Dialyseschlauch, wurde dieser 

in 2 l 1x PBS eingebracht und bei 4 °C ÜN bei leichtem Rühren inkubiert. Am darauf-

folgenden Tag wurde das Dialysat aus dem Schlauch entnommen und auf Präzipita-

tionen überprüft. Von den Lösungen wurden Proben entnommen und die Proteine 
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mittels SDS-PAGE und Silberfärbung auf Reinheit und Integrität kontrolliert. Die Be-

stimmung der Proteinkonzentration erfolgte durch NanoDrop-Berechnung. 

 

3.2.8 ELISA 

Verwendete Puffer und Lösungen: 

 

Waschlösung: (PBS) 8 g/L NaCl, 0,2 g/L KCl, 1,42 g/L Na2HPO4, 0,27 g/L KH2PO4+, 

0,05 % (v/v) TWEEN®20 

Blockierlösung:1 % (w/v) BSA in PBS 

Verdünngslösung: 1x TBS + 0,1 % (w/v) BSA + 0,05 % (v/v) TWEEN®20 

 

Der Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) dient dem Nachweis von Protei-

nen, Hormonen, Cytokinen usw. basierend auf Antikörperbindung.  

Zur Bestimmung der IL-8 Konzentration wurde auf das IL-8/CXCL8 DuoSet ELISA Kit 

der Firma R&D Sytsems® zurückgegriffen. Bis auf Blockier-, Wasch- und Verdün-

nungslösung lagen sämtliche Lösungen dem Kit bei. 

Beim Sandwich-ELISA kommen zwei Antikörper gegen das gesuchte Antigen zum 

Einsatz. Der primäre Antikörper wird auf einer 96-well Flachboden Mikrotiterplatte 

gebunden. Anschließend werden unspezifische Bindungsstellen der Platte mittels 

einer 1 % BSA Lösung blockiert. Nach Zugabe der in Verdünnungslösung verdünn-

ten gesuchten Antigene und Bindung der Antigene durch die primären Antikörper, 

wird der sekundäre Antikörper hinzugegeben, der ebenfalls spezifisch an das Anti-

gen bindet. Nach auswaschen der ungebundenen Antikörper mittels Waschlösung 

binden die Sekundärantikörper das Enzym Meerettich-peroxidase gekoppelt an Stre-

pavidin aus der Arbeitslösung. Nach Zugabe der Substratlösung, welche Wasser-

stoffperoxid und Tetramethylbenzidine enthält, wird eine Reaktion ausgelöst und es 

kommt zu einer Emission von Licht.  Die Konzentration des in der zugegebenen Lö-

sung enthaltenen Antigens lässt sich nach abstoppen der Reaktion anhand des emit-

tierten Lichtes bei 450nm bestimmen. Dafür wurde das FLUOstar® Omega Gerät der 

Firma BMG LABTECH verwendet. 
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3.3 Mikrobiologische - und zellbiologische Methoden 

 

3.3.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli ClearColi® BL21 (DE3) Zellen 

Verwendete Puffer und Lösungen: 

LB-Medium für ClearColi®: 10 g Pepton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl auf 1 Liter A. 

dest 

Puffer 1: 100 mM CaCl2, 10 mM RbCl (Rubidiumchlorid) 

Puffer 2: 50 mM CaCl2, 10 mM RbCl, 15 % (v/v) Glycerin 

 

Um E. coli ClearColi® BL21 (DE3) zu befähigen extrazelluläre DNA durch Hitze-

schocktransformation aufzunehmen, musste dieser erst die entsprechende Kompe-

tenz erlangen. Dazu wurden Zellen aus der -80°C Kühlung in einer Flüssigkultur mit 

LB-Medium für ClearColi® (10 ml) angeimpft. Die Kultur wurde über Nacht bei 37°C 

und schütteln (110 rpm) inkubiert. Am nächsten Tag wurden 5 ml der ÜN-Kultur in 

500 ml LB-Medium für ClearColi® umgesetzt und bei 37°C und schütteln (110 rpm) 

bis zu einer OD600nm von 0,5 inkubiert. Es folgte die Zellernte bei konstant 4°C. Initial 

wurde die Kultur bei 4°C und 2300 xg 8 min zentrifugiert und der Überstand verwor-

fen. Anschließend folgte das Resuspendieren des Zellsediments in 50 ml kaltem Puf-

fer 1 und eine Inkubationsphase von 20 min auf Eis. Darauffolgend wurde erneut bei 

4°C und 2300 xg für 6 min zentrifugiert und das gewonnene Zellsediment in 10 ml 

kaltem Puffer 2 resuspendiert. Die Zellen wurden auf Eis zu je 100 µl in 1,5 ml Reak-

tions-Röhrchen aliquotiert und bei -80°C gelagert. 

 

3.3.2 Transformation kompetenter E. coli mit rekombinanten Plasmiden 

Verwendete Puffer und Lösungen: 

LB-Medium (lysogeny broth): 10 g Pepton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl auf 1 Liter A. 

dest. 

LB-Medium für ClearColi®: 10 g Pepton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl auf 1 Liter A. 

dest. 

LB-Agar: 10 g Pepton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, 12 g Agar auf 1 Liter A. dest. 

Für die Transformation von E. coli mit rekombinanter Plasmid-DNA kamen chemo-

kompetente Zellen zum Einsatz, d.h. mit der Fähigkeit freie DNA mittels Hitzeschock 

aufzunehmen.  
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In dieser Arbeit wurden die chemokompetenten Bakterienstämme E. coli DH5α und 

ClearColi® BL21 (DE3) mit den rekombinaten Plasmiden pETlip3metQ, pET-

lip3dacB, pETlip3pnrA und pETlip3psaA, sowie pET28TEVmetQ, pET28TEVdacB, 

pET28TEVpnrA und pET28TEVpsaA wie nachfolgend beschrieben transformiert. 

Die Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut. Anschließend wurden 400 ng (pETlip3 

metQ), 200 ng (pET28TEV dacB) Ligationsansatz bzw. 2-3 µl rekombinante Plasmid-

DNA zu 100 µl der Zellen gegeben. Es erfolgte eine 30-minütige Inkubationszeit auf 

Eis gefolgt von 45 s Hitzeschock bei 42°C und erneut 2 min Inkubation auf Eis. Da-

rauf folgte die Zugabe von 900 µl LB-Medium bzw. LB-Medium für ClearColi® und 

60 min Inkubationszeit bei 37°C im Schüttelinkubator bei 110 rpm. Jeweils 100 und 

200 µl des Transformationsansatzes wurde auf Selektiv-Agarplatten (je nach vorhan-

denem Resistenzgen) ausgestrichen. Diese wurden entsprechend der Anforderun-

gen der verwendeten Bakterien bei 37°C im Brutschrank kultiviert (DH5α: 24 h; 

ClearColi®: 36-48 h). 

Entsprechend gewachsene Klone wurden an den Folgetagen auf neuen Selektiv-

Agarplatten ausgestrichen und eine Kolonie-PCR der entsprechenden Kolonien wur-

de durchgeführt.  

 

3.3.3  Isolation von PBMCs (mononukleäre Zellen des peripheren Blutes) 

Verwendete Puffer und Lösungen: 

 

PBS-Puffer (phosphate buffered saline): 8 g/L NaCl, 0,2 g/L KCl, 1,42 g/L Na2HPO4, 

0,27 g/L KH2PO4 

RPMI1640 Medium mit Zusätzen: 20 mM L-Glutamin, 10 % (v/v) inaktiviertes FCS, 

1 % (v/v) Natrium-Pyruvat Lösung, 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin 

Die für die Experimente von freiwilligen Spendern stammenden und mit deren Zu-

stimmung verwendeten Buffy Coats, wurden an der Universitätsmedizin Greifswald 

abgenommen (Greifswald, Deutschland). Die Studie wurde durch die regionale 

Ethikkommission in Greifswald genehmigt (Ethikvotum: BB 014/14). Die Studie 

wurden in Übereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki durchgeführt. 

 

Zur Isolation von humanen PBMCs wurde unter sterilen Bedingungen Blut aus Buffy 

Coats in 50 ml Reaktionsgefäße überführt. In drei neuen 50 ml Gefäßen wurden je 
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20 ml Ficoll-Paque™ PLUS vorgelegt und anschließend je 20 ml Blut vorsichtig mit-

tels serologischer Pipetten auf das Ficoll geschichtet. Das Ficoll erlaubt wegen seiner 

Polymerbeschaffenheit nur Blutbestandteilen höherer Dichte während des Zentrifu-

gierens das Absetzten am Boden des Reaktionsgefäßes, während weniger Dichte 

Bestandteile sich schichtweise über dem Ficoll separieren. So entsteht ein weißer 

Ring bestehend aus Monozyten und Lymphozyten (PBMC) überlagert von Blutplas-

ma (Abbildung 2). Die Zentrifugation muss mit minimaler Beschleunigung und ohne 

Bremse durchgeführt werden (931 xg, 20 min bei Raumtemperatur), um die instabile 

Dichteschichtung nicht zu stören. Der weiße Ring aus PBMCs wurde mittels Plastik-

pipetten abgenommen und in je ein neues 50 ml Reaktionsgefäß überführt. Die Zel-

len wurden auf 50 ml mit sterilem 1x PBS überschichtet und anschließend zentrifu-

giert (380 xg, 7 min), um etwaige Thrombozyten auszuwaschen. Der Überstand wur-

de vorsichtig bis auf 1 ml verworfen und die Zellen sanft suspendiert. Es erfolgte ein 

weiterer Waschschritt durch auffüllen auf 50 ml mit 1x PBS Puffer und Zentrifugation 

(380 xg, 7 min). Um Verunreinigungen durch Erythrozyten zu beseitigen, wurden die 

Zellen mit 10 ml (Red blood cell) RBC-Lysis-Puffer bei 37°C inkubiert. Nach zwei 

weiteren Waschschritten wurden die Zellen in ca. 10 ml RPMI1640 Medium ohne 

Zusätze resuspendiert und in 175 cm2-Zellkulturflaschen überführt. Den Monozyten 

wurde nun für 45 min bei 37°C und 5 % CO2 ermöglicht am Flaschenboden zu adhä-

rieren. Anschließend wurden die Zellen dreimal mit 1x PBS vorsichtig gewaschen 

und Lymphozyten sowie Verunreinigungen mit dem restlichen Medium und PBS ab-

genommen und verworfen. Die Monozyten konnten nach Zugabe von etwas 

RPMI1640 Medium mittels Zellschaber gelöst und abgenommen werden. In Medium 

resuspendiert erfolgte die Zählung der Zellen nach Verdünnung einer Probe im Ver-

hältnis 1:10 in Trypan-Blau in der Neubauer-Zählkammer unter Verwendung folgen-

der Formel: 

𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑖𝑛 𝐿ö𝑠𝑢𝑛𝑔 =
𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛 𝑔𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡 

4
𝑥 𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑥 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑥 10000 

 

Die Zellen wurden erneut bei 380 xg für 7 min zentrifugiert und in entsprechendem 

Volumen RPMI1640 resuspendiert, um 5x105 Zellen in 1 ml pro Kavität in einer 24-

well Platte auszusäen. Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37 °C und 5 % CO2. 
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Abbildung 2: Schema der Dichtezentrifugation von PBMCs 

Dargestellt ist die Schichtung des Buffy-Coat-Blutes auf Ficoll Paque™ PLUS vor Zentrifu-

gation (A). Nach Zentrifugation ohne Bremse und mit minimaler Beschleunigung (B) ergibt 

sich die dichteabhängige Schichtung von Plasma und der PBMC-Phase (weißer Ring). 

welche der Ficoll-Phase aufliegt. Am Boden des Reaktionsgefäßes sammeln sich Erythro-

zyten und tote Zellbestandteile. 

 

3.3.4 Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen-Subpopulationen 

(M1, M2a) 

Zur Differenzierung von Monozyten zu pro-inflammtorischen Makrophagen (M1) so-

wie anti-inflammatorischen Makrophagen (M2a) wurden die Stimulantien GM-CSF 

(Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierender-Faktor) für M1 und M-CSF 

(Makrophagen-Kolonie-Stimulierender-Faktor) für M2a Differenzierung eingesetzt. 

Die Stimulation mit M-CSF erfolgte mit 50 ng/ml und bei GM-CSF mit 25 ng/ml. Die 

Stimulationsdauer betrug 7 Tage mit Mediumwechsel alle 48-72 Stunden. Zur end-

gültigen Differenzierung der Makrophagen in ihre Subpopulation wurde für weitere 

48-72 Stunden mit 100 ng/ml LPS für M1 und 20 ng/ml IL4 für M2a Makrophagen 

stimuliert. 

 

3.3.5 Fluoreszenzmikroskopie 

Verwendete Puffer und Lösungen: 

 

TBS-Tween 20 0,05% (TBS-T) 
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1 % (v/v) Triton X-100 in TBS-Tween 20 (TBS-T) 

5 % (v/v) FCS in TBS-Tween 20 (Blockierungslösung 1) 

1 % (v/v) normales Ziegen Serum in TBS-T (Blockierungslösung 2)  

1% (w/v) BSA, 0,5% (v/v) Triton X, TBS-T (Antikörper-Diluent) 

ProLong Diamond Antifade Mountant Medium (Invitrogen) 

 

Zum Nachweis der Differenzierung in M1 und M2a-Makrophagen, wurden die für die 

jeweilige Zellklasse höher exprimierten, spezifischen Marker (CD206 für M2a, CD86 

für M1 und CD68 als allgemeiner Makrophagen-Marker) mittels Fluoreszenz detek-

tiert und am Fluoreszenzmikroskop visualisiert. Hierfür wurden die humanen Monozy-

ten in Zellkultur auf Glasplättchen (ca. 1,8 cm2) in 24-well-Zellkulturplatten ausgesät 

und entsprechend 3.3.4 zu M1 und M2a Makrophagen differenziert. Zur Fluores-

zenzmarkierung wurden die Glasplättchen entnommen und 15 min mit TBS-T inku-

biert. Anschließend wurde zur Reinigung und Permeabilisierung der Zellen 20 min 

mit 1 % Triton X-100 Lösung inkubiert. Es folgte ein 30-minütiger Absättigungsschritt 

unspezifischer Bindungsstellen mit Blockierungslösung 1 bei RT. Anschließend wur-

de 3 mal 2 min mit TBS-T gewaschen. Es folgte ein 30-minütiger Blockierungsschritt 

mit Blockierungslösung 2 bei RT. Nach erneutem dreimaligem Waschen für je 2 min, 

wurde das Antikörper-Diluent, welches mit Anti-CD68 (Maus-Anti-Mensch CD68 

1:500) und Anti-CD86 (Kaninchen-Anti-Mensch CD86 1:1000) versetzt wurde, auf die 

Zellen gegeben und diese ÜN bei 4°C inkubiert. Es folgten drei 2-minütige Waschun-

gen mit TBS-T. Die sekundären Antikörper gegen CD68 (Ziege-Anti-Maus IgG, Alexa 

Fluor® 546), sowie gegen CD86 (Ziege-Anti-Kaninchen IgG, Alexa Fluor® 488) wur-

den als 1:500 Verdünnung für 30 min bei RT und Dunkelheit auf den Zellen inkubiert. 

Anschließend wurde dreimal für 2 min mit TBS-T gewaschen. CD206 wurde mittels 

einem Kaninchen-Anti-Mensch CD206 Antikörper (1:1000 Verdünnung in Antikörper-

Diluent) markiert. Dieser Antikörper ist direkt mit Alexa Fluor® 647 gekoppelt und 

benötigt daher keinen sekundären Antikörper für Fluoreszenzmarkierung. Die Inkuba-

tion erfolgte ÜN bei 4°C. Die Zellen wurden dreimal 2 min mit TBS-T gewaschen be-

vor die Glasplättchen auf einen mit einem Tropfen Mounting-Medium besetzten Ob-

jektträger aufgebracht wurden. Die Auswertung erfolgte im Fluoreszenz-Mikroskop. 
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3.3.6 Stimulation differenzierter M1 und M2a Makrophagen mit Proteinen 

Verwendete Puffer und Lösungen: 

RPMI1640 Medium mit Zusätzen: 20 mM L-Glutamin, 10 % (v/v) inaktiviertes FCS, 

1 % (v/v) Natrium-Pyruvat Lösung, 1% (v/v) Pennicillin/Streptomycin 

Um die Immunantwort gegen die Proteine MetQ, Lip-MetQ, DacB, Lip-DacB, PnrA, 

Lip-PnrA, PsaA, Lip-PsaA zu analysieren, sollten M1 und M2a Makrophagen mit den 

entsprechenden Proteinen inkubiert werden, 

Nach erfolgreicher Polarisierung der Monozyten zu den genannten Makrophagen-

Klassen, wurde von diesen das stimulanzhaltige Medium abgenommen. Es wurden 

Medium-Aliquots vorbereitet, die eine Proteinkonzentration von 1,25 µg/ml enthielten. 

Je 1 ml proteinhaltiges Medium wurden pro Vertiefung zu den Makrophagen gege-

ben. Als Negativkontrolle wurde mit PBS inkubiert. Zur Positivkontrolle wurden M1 

Makrophagen mit IL4 und M2a Makrophagen mit LPS bei 37°C und 5% CO2 inku-

biert. Nach 24 h wurden die Überstände in 1,5 ml Reaktionsgefäße abpipettiert und 6 

min bei 1500 xg zentrifugiert, um etwaige Zellen aus den Überständen zu isolieren. 

Die gewonnenen Proben wurden bis zur Messung bei -20 °C gelagert. 
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4.Ergebnisse 
 

4.1. Heterologe Expression der lipidierten und nicht-lipidierten Proteine 

MetQ, DacB, PnrA und PsaA in E. coli 

 

Für die heterologe Expression wurde das metQ-Gen, nach Amplifizierung aus dem 

Genom von S. pneumoniae TIGR4lux mittels PCR, in das pETlip3 Plasmid kloniert.  

Für die heterologe Expression des LipMetQ-Proteins wurde der E. coli Stamm 

ClearColi® BL21 (DE3) mit dem klonierten Plasmid pETlip3metQ transformiert. Die 

bereits in E. coli DH5α vorliegenden Plasmide pETlip3dacB, pETlip3pnrA und pET-

lip3psaA wurden isoliert und ClearColi® BL21 (DE3) Stämme wurden ebenfalls mit 

diesen anderen Plasmiden transformiert. Identisch wurde für die Klonierung von 

dacB in das pET28TEV Plasmid verfahren. Die Klonierung der dacB und metQ-Gene 

wurde mittels Sequenzierung („Eurofins, Hamburg“) bestätigt. Die bereits in der Ar-

beitsgruppe Hammerschmidt vorliegenden Plasmide pET28TEVmetQ, 

pET28TEVpnrA und pET28TEVpsaA (Voß et al. 2018) wurden aus  

E. coli DH5α isoliert und ClearColi® BL21 (DE3) mit diesen transformiert. ClearColi® 

BL21 (DE3) wurde für die heterologe Expression von rekombinanten Proteinen aus-

gewählt, da dieser E. coli Stamm ein modifiziertes LPS, welches keine Immunogeni-

tät im menschlichen Organismus mehr besitzt, enthält. Für die Analyse der Immunan-

twort der heterolog exprimierten Proteine ist dies von besonderem Stellenwert, da 

sonst die Ergebnisse durch das LPS und die Aktiveirtung des TLR4 Signalweges ver-

fälscht würden.   

Die Proteinexpression wurde in je 800 ml ClearColi® BL21 (DE3) pETlip3dacB, -

pnrA, psaA und metQ Kulturen mit Kanamycin (50 µg/ml) mittels 1 mM IPTG (End-

konzentration) induziert. Proben wurden vor der Induktion und ab einer 3-stündigen 

Induktion jeweils alle 60 Minuten entnommen, um die Expression der lipidierten Pro-

teine zu analysieren. Die Auswertung erfolgte nach Lyse der Zellen mittels SDS-

PAGE und Coomassie-Färbung. Diese Untersuchungen zeigten eine sehr gute Ex-

pression der lipidierten Proteine (Abbildung 3). 
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Abbildung 3:  Heterologe Expression lipidierter Pneumokokken-Proteine 

Entnahme von Induktionsproben Lip-DacB, Lip-PnrA, Lip-PsaA und Lip-MetQ; Coomassie-

Färbung nach SDS-PAGE; vor Induktion (NIn), 1 h, 2 h und 3 h nach Induktion.                         

 

Die heterologe Expression der nicht-lipidierten Proteine erfolgte äquivalent zu der 

oben beschriebenen Methode für die lipidierten Proteine. Eine Expressionskontrolle 

wurde hierbei nicht durchgeführt. Die Reinigung mit dem ÄKTApurifier protein purifi-

cation system erfolgte unter Nutzung einer HisTrap™ FF crude 1ml Säule. Abbildung 

4A und 4B zeigen exemplarisch die Chromatogramme für die Reinigung lipidierter 

Proteine (Lip-MetQ) bzw. nicht-lipidierter Proteine (MetQ). Gut erkennbar ist hier die 

mit steigendem Imidazolgradienten anwachsende eluierte Proteinmenge, verdeutlicht 

durch eine ansteigende UV Absorption. Die Chromatogramme der übrigen Proteine 

sind im Anhang (Abbildung 1-3) dargestellt. Nach der Reinigung erfolgte die Dialyse 

der entsprechend proteinreichsten Fraktionen aus dem Elutionspuffer in 1x PBS.  

Die Reinheit und Integrität der Proteine wurde mittels SDS-PAGE und Silberfärbung 

überprüft (Abbildung 5). Mittels Western Blot und proteinspezifischer Antikörper 

konnten die Proteine in ihrer Identität bestätigt werden. Mittels Massenspektrometrie 

durch die AG Prof. Becher (Institut für Mikrobiologie Universität Greifswald) wurden 

die Proteine und die Identität der zusätzlichen Banden als mögliche Dimere im Ab-

gleich mit der Datenbank für Proteine aus dem Pneumokokken-Stamm TIGR4 bestä-

tigt. Verunreinigungen der gereinigten Proteine konnten ausgeschlossen werden. 

Sowohl im Silbergel als auch im Western-Blot fällt auf, dass PsaA und Lip-PsaA nur 
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als Doppelbande auftreten. Hierbei handelt es sich um eine Degradation, welche 

während der Dialyse gegen 1x PBS auftrat und eine Abhängigkeit von der Imidazol-

konzentration des Puffers aufwies.  

Die Lipidierung der Proteine wurde mittels Massenspektrometrie des Kooperations-

partners Dr. Dominik Schwudke des Forschungszentrums Borstel nachgewiesen 

(Doktorarbeit F. Voß).  

Abschließend konnten nach chromatografischer Reinigung und Dialyse gegen 1x 

PBS die in Tab. 24 aufgeführten Protein-Konzentrationen gewonnen werden. 

 

Tabelle 24 : Proteinkonzentrationen nach Reinigung und Dialyse 

Protein MetQ Lip-
MetQ 

DacB Lip-
DacB 

PnrA Lip-
PnrA 

PsaA Lip-
PsaA 

Konz. 
mg/ml 

 
2,30 

 

 
0,64 

 
0,62 

 
0,27 

 
2,13 

 
0,31 

 
2,56 

 
0,18 
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A 

B 

Abbildung 4: Chromatogramme der Protein-Reinigung 

Reinigung von Lip-MetQ (A) und MetQ (B) mit dem ÄKTApurifier System und HisTrap™ 

Säule; Blau dargestellt, die Absorption bei 280nm, der jeweils zweite Anstieg entspricht dem 

Proteingehalt im Eluat; Grün ist der Imidazol-Gradient dargestellt. 

Lip-MetQ 

MetQ 
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Abbildung 5: Silberfärbung der lipidierten und nicht-lipidierten Pneumokokken 

Protein nach SDS-PAGE 

Die heterolog exprimierten, gereinigten und in PBS dialysierten lipidierten und nicht-

lipidierten Proteine DacB, MetQ, PnrA und PsaA jeweils mit His6 –Tag. Färbung mittels Sil-

bernitrat zur Kontrolle der Reinheit.  Als Marker wurde PageRuler™ Prestained Protein Lad-

der mit aufgetragen         

A B C D 

 

 
Abbildung 6: Western Blot-Analyse heterolog exprimierter Proteine 

Die heterolog exprimierten lipidierten und nicht-lipidiertennProteine, nachgewiesen mittels 

proteinspezifischer Maus IgG Antikörper. A: DacB (25,09 kDa), Lip-DacB (25,9kDa); B: 

MetQ (29,7 kDa), Lip-MetQ (30,5 kDa); C: PnrA (35,3 kDa), Lip-PnrA (36,2 kDa); D: PsaA 

(33,1 kDa), Lip-PsaA (33,9 kDa).  Als Marker wurde PageRuler™ Prestained Protein  

Ladder mit aufgetragen         
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4.2 Differenzierung von humanen Blut-Monozyten zu M1- Makophagen 

und M2a-Makrophagen 

Nach Isolation und Stimulation wiesen die pro-inflammatorischen M1 Makrophagen 

(MФ) phänotypisch eine Vergrößerung und eine „Spiegelei“ Form auf, während sich 

die anti-inflammatorischen M2a Makrophagen durch eine spindelförmige Fibroblas-

ten-ähnliche Morphologie auszeichneten, im Gegensatz zu den wesentlich kleineren 

runden unpolarisierten Monozyten (Abbildung 7). Die phänotypischen Merkmale sind 

jedoch aufgrund der oben beschriebenen Plastizität der Makrophagen und ihrer phä-

notypischen Dynamik als Nachweis der Differenzierung nicht ausreichend. Die Diffe-

renzierung wurde aus diesem Grund mittels spezifischer Antikörper und Fluores-

zenzmikroskopie kontrolliert. Anhand erhöhter CD86 Oberflächen-Expression kann 

auf M1 Differenzierung geschlossen werden, während eine erhöhte CD206 Oberflä-

chen-Expression auf M2a Differenzierung hinweist (Mantovani et al. 2004; Porcheray 

et al. 2005). Das intrazelluläre CD68 dient als allgemeiner Marker zum Nachweis von 

Makrophagenpopulationen (Barros et al. 2013).  Es wurden entsprechende fluores-

zenz-markierte Antikörper gegen die genannten Marker eingesetzt (siehe Tab. 13) 

(Abbildung 7). Anhand der Fluoreszensmikroskopie lässt sich die unterschiedlich ho-

he Expression der Oberflächenmarker der verschieden polarisierten MФ erkennen. 

Die Zellen zeichnen sich dabei durch Expression beider Marker, mit einer erhöhten 

Expression des der Polarisation entsprechenden Markers aus. Im Vergleich beider 

Differenzierungswege weist die M1 Population eine erhöhte Expression von CD86 

(grün) auf während die M2a Population eine vermehrte Expression von CD206 (blau) 

zeigt, was auf eine erfolgreiche Differenzierung der humanen Monozyten zu sowohl 

M1 als auch zu M2a MФ schließen lässt (Abbildung 8). Der Nachweis wurde mittels 

Fluoreszens-Intensitätsmessung durchgeführt (Masterarbeit Stephan M. Schnei-

ders2). 

 

 

 

 

 

 

2 Masterarbeit Stephan M. Schneiders, Interfakultäres Institut für Genetik und Funktionelle Ge-
nomforschung, Abteilung für molekulare Genetik und Infektionsbiologie; Prof. Hammerschmidt 
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Abbildung 7: Differenzierte Makrophagenpopulationen 

Aus PBMC differenzierte humane pro-inflammatorische (M1) Makrophagen (A), stimuliert 

mittels GM-CSF und LPS und anti-inflammatorische (M2a) Makrophagen (B), stimuliert mit-

tels M-CSF und IL-4, im Lichtmikroskop bei 20x Vergrößerung. Erkennbar sind die phänoty-

pischen Unterschiede der beiden Polarisationen. Mittels CD68 spezifischer Fluoreszenz 

markierter Antikörper wurden die Zellen beider Polarisationen (M1 C) als Makrophagen bei 

40x Vergrößerung nachgewiesen (M2a D). 
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Abbildung 8: Fluoreszenzmikroskopie polarisierter Makrophagen 

Nachweis des intrazellulären Makrophagenmarkers CD68 (rot) sowie der Oberflächenmarker 

CD86 (grün M1) und CD206 (blau M2a) mit Fluoreszenz markierter Antikörper. Fluores-

zenzmikroskopische Aufnahmen bei 40x Vergrößerung von (A) pro-inflammatorischen und 

(B) anti-inflammatorischen Makrophagen. 

 

4.3 Von M1 und M2a Makrophagen vermittelte Immunantwort gegen lipidierte 

      und nicht-lipidierten Pneumokokken-Proteine 

 

Zur Beurteilung der durch lipidierte und nicht-lipidierte Proteine hervorgerufenen Im-

munantwort wurden differenzierte humane Makrophagen wie in 3.3.6 beschrieben mit 

Proteinen stimuliert.  

Um die geeigneten Konzentrationen an Protein für die Inkubation sowie den Zeit-

punkt der Analysen festzulegen, wurde ein Vorversuch mit Makrophagen von einem 

Spender durchgeführt. Hierbei wurden die Makrophagen mit je 0,3125 bis 2,5 µg/ml 

MetQ in lipidiertem und nicht-lipidiertem Zustand inkubiert. Die Überstände wurden 

nach 6 h und 24 h abgenommen und nach Zentrifugation bei -20°C bis zur Analyse 

mittels ELISA gelagert. In dieser Versuchsanordnung wurde die IL-8 Produktion ge-

messen. Es zeigte sich eine mit der Zeit ansteigende Cytokinproduktion sowie eine 

intensivere Immunantwort der Zellen auf das lipidierte Lip-MetQ im Gegensatz zu 

dem nicht-lipidiertem MetQ. 
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Die M1-Makrophagen reagierten auf den Proteinstimulus mit kaum messbarer Cyto-

kinproduktion während die M2a-Makrophagen deutlich messbare Cytokinlevel frei-

setzten. Anhand der Ergebnisse des Vorversuches (Abbildung 9) wurde für die Sti-

mulation im größeren Maßstab die einzusetzende Proteinkonzentration von lipidier-

ten sowie nicht-lipidierten Proteinen auf 1,25 µg/ml und der Ablesezeitpunkt auf 24 h 

festgelegt.  

 

 

 

Abbildung 9: IL-8 Produktion nach Inkubation mit MetQ/Lip-MetQ 

Titration zum Ermitteln der optimalen Proteinkonzentration als Stimulus mit nicht-lipidiertem 

MetQ (MetQ) und lipidiertem MetQ (Lip-MetQ). Eingesetzt wurden Konzentrationen von 

0,3125 bis 2,5 µg in 1 ml Medium. Gemessen wurde die IL-8 Produktion von M1 und M2a (M2) 

Makrophagen von einem Spender nach 6 und 24 h in pg/ml. PBS dient als Negativ-Kontrolle. 

 

Der Hauptversuch wurde mit polarisierten Makrophagen von vier Spendern durchge-

führt. Nach der Stimulation durch lipidierte und nicht-lipidierte Proteine für 24 h wur-

den die gesammelten Überstände bei -20°C gelagert. Die Untersuchung von IL-1β, 

IL-2, IL-6, IL-8 (CXCL8) und TNFα-Produktion wurde mittels Multiplexverfahren durch 

den AYOXXA Lunaris™ Reader und dem LUNARIS™ Human 5-Plex Cytokine Kit 

durchgeführt. Die Auswertung zeigte, dass sowohl IL-1β als auch IL-2 in nicht mess-

baren Konzentrationen exprimiert wurden. Diese Cytokine sind deshalb hier nicht 

graphisch abgebildet. Die Produktion von IL-6, IL-8 sowie TNF andererseits durch M1 

und M2a Makrophagen konnte in den Überständen nachgewiesen und ausgewertet 

werden. Hierbei fallen, wie auch im Vorversuch bereits beschrieben, starke Unter-

https://www.ayoxxa.com/products/LUNARIS%20Human%205-Plex%20Cytokine%20Kit


 

 
50 

 

schiede in der Reaktion der M1 und der M2a Makrophagen auf den Stimulus mit lipi-

dierten Proteinen auf. Ebenfalls reproduzierbar war die allgemein kaum messbare 

Cytokinexpression der M1 Makrophagen auf den Stimulus sowohl mittels lipidierter 

als auch nicht-lipidierter Proteine. Die anti-inflammatorischen Makrophagen zeichne-

ten sich durch eine signifikante IL-6, IL-8 und TNFα Produktion nach Stimulation mit 

lipidierten Proteinen im Gegensatz zu den nicht-lipidierten Proteinen in Relation zur 

Negativkontrolle PBS aus (p<0,05) (Abbildung 10). Die gemessenen IL-8 Konzentra-

tionen waren deutlich höher als die ermittelten IL-6 und TNFα Konzentrationen und 

befanden sich im hohen ng/ml Bereich (Abbildung 10 B).  
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Abbildung 10 Cytokin Produktion  

Cytokin Produktion A: IL-6 Produktion in pg/ml; B: IL-8 Produktion in ng/ml C: TNFα Produk-

tion in pg/ml von M2a und M1 Makrophagen (MФ) auf Proteinstimulus mit Lipidierung (Lip) 

und ohne Lipidierung () nach 24 h. Die Punktauftragungen zeigen den Median sowie die 

Einzelwerte der vier Spender. PBS dient als Negativ-Kontrolle, LPS als positiv-Kontrolle bei 

M2a MФ, IL-4 als positiv-Kontrolle bei M1 MФ (ctrl.). Proteinkonzentration jeweils 1,25 µg/ml; 

Statistik: Graphpad Prism®; Kruskal-Wallis Test + Dunn Verfahren; *p<0,05 

 

 

  



 

 
53 

 

6. Diskussion 

 
Die Suche nach Serotyp-unabhängigen Impfstoffen gegen S. pneumoniae Infektio-

nen hat gezeigt, dass Vakzine, welche auf Oberflächenproteinen, besonders den Li-

poproteinen des Bakteriums basieren, eine Serotyp-unabhängige Immunität in Mäu-

sen generieren können. Das Lipoprotein PsaA stellte sich in Untersuchungen an 

Mäusen bereits als vielversprechender Kandidat für proteinbasierte Impfstoffe dar 

(Briles et al. 2000; Ogunniyi et al. 2000; Whaley et al. 2010; Moffitt et al. 2014). 

Um die Lipoproteine MetQ, DacB, PnrA und PsaA auf ihre Eignung als Vakzinkandi-

daten im Menschen zu überprüfen, wurde die Immunogenität der Proteine gegenüber 

Zellen des angeborenen menschlichen Immunsystems untersucht. In diesem ex vivo 

Ansatz stellen entsprechende Reaktionen von Makrophagen die Korrelate der Pro-

tektion dar. Dazu gehört die Freisetzung pro-inflammatorischer Cytokine sowie eine 

verstärkte Expression von sowohl MHC Molekülen, als auch weiterer co-

stimulierender Faktoren wie CD40, CD80, CD86, die an der Aktivierung von Zellen 

des adaptiven Immunsystems beteiligt sind (Akira und Takeda 2004; Hoebe et al. 

2004). 

Das Augenmerk dieser Untersuchung lag auf der Cytokinproduktion von Makropha-

gen. Zu diesen Zweck wurden humane Monozyten in pro-inflammatorische (M1) und 

anti-inflammatorische (M2a) Makrophagen polarisiert, da diese Zellen früh mit Anti-

genen in Kontakt kommen und eine wichtige Verbindung zwischen angeborenem 

und adaptivem Immunsystem darstellen (Hoebe et al. 2004). Pneumokokken treffen 

dabei sowohl im oberen als auch im unteren respiratorischen Trakt auf ortsständige 

Makrophagen und andere professionelle Phagozyten. Diese Zellen setzten wiederum 

Chemokine wie CCL2 frei und rekrutieren somit weitere Monozyten (Davis et al. 

2011; Miyaji et al. 2013). M1 und M2a Makrophagen besitzen unterschiedliche physi-

ologische Funktionen, von der Entzündungsförderung mit antimikrobiellen Eigen-

schaften bis zur Gewebsregeneration und Homöostase (Porcheray et al. 2005). Mak-

rophagen spielen für den Aufbau einer suffizienten Immunantwort bei Vakzinierung 

als antigenpräsentierende Zellen eine wichtige Rolle. Als Teil des angeborenen Im-

munsystems kommen sie frühzeitig mit dem Agens in Kontakt. Die Zellen präsentie-

ren nach Phagozytose und anschließender Prozessierung, die in diesem Fall bakte-

riellen Bestandteile, in Kombination mit freigesetzten Cytokinen mittels MHC II Mole-

külen naiven CD4 Lymphozyten (Clem 2011; Korn et al. 2009).  
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Durch Stimulation verschieden polarisierter Makrophagen mit Pneumokokken-

Lipoproteinen in lipidiertem (Lip) und nicht-lipidiertem () Zustand, lassen sich Er-

kenntnisse über die Immunreaktion gegenüber den beiden Proteinvarianten in ver-

schiedenen Gewebszuständen gewinnen. Die Intensität der Immunantwort lässt sich 

aus der Produktion verschiedener Cytokine und Chemokine der Makrophagen ablei-

ten. Evaluiert wurde hierbei die Produktion von IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8 und TNFα. 

 

IL-6 stellt einen bedeutenden Botenstoff der pro-inflammatorischen Achse des Im-

munsystems dar. Es wird unter anderem von Makrophagen am Ort des Antigenkon-

taktes gebildet und erreicht über das Blut beispielsweise Leber und Knochenmark, 

wo es seine vielfältigen Effekte auslöst. So regt IL-6 die Leberzellen zur Bildung Aku-

ter-Phase-Proteine, wie C-Reaktives Protein (CRP), Serum Amyloid A oder auch Fib-

rinogen an (Heinrich et al. 1990; Kishimoto 1989). Des Weiteren ist IL-6 dazu in der 

Lage B-Zellen zu antikörperproduzierenden Plasmazellen zu differenzieren (Kishimo-

to 1985) sowie naive CD4+ T-Zellen in Kombination mit TGF zu Th17 Zellen zu diffe-

renzieren. Auf diese Weise stellt IL-6 ein wichtiges Bindeglied zwischen angebore-

nem und adaptivem Immunsystem dar (Korn et al. 2009).  

Die durch anti-inflammatorische MФ produzierten IL-6 Konzentrationen (pg/ml) (Abb. 

10A) lassen deutlich die stärkere Immunogenität der lipidierten Proteine im Gegen-

satz zu den nicht-lipidierten Proteinen erkennen. Alle Proteine, MetQ, DacB, PnrA 

und PsaA induzierten in lipidiertem Zustand eine signifikant höhere IL-6 Produktion, 

verglichen mit PBS (p<0,05). Hierbei entsprechen die Mediane der IL-6 Konzentrati-

onen von Lip-PnrA und Lip-PsaA ca. den Werten der positiv Kontrolle LPS während 

sowohl Lip-MetQ  als auch Lip-DacB eine erkennbar stärkere Cytokinexpression als 

das LPS  stimulieren. Die nicht lipidierten Proteine induzierten hierbei keine statis-

tisch relevant gesteigerte Cytokinproduktion gegenüber PBS. 

Die IL-6 Freisetzung durch pro-inflammatorische MФ weist ein unspektakuläreres 

Bild auf (Abb. 10A). Es lassen sich keine relevanten Unterschiede in der Cytokinpro-

duktion zwischen Lip-Proteinen und -Proteinen erkennen. Des Weiteren liegt die 

Mehrzahl der IL-6 Level im Bereich der negativ Kontrolle PBS bzw. knapp darüber, 

was auf einen schwachen Stimulanzeffekt der Proteine schließen lässt. 

 

In Abbildung 10B ist die Produktion von IL-8 durch sowohl anti-inflammatorische- als 

auch pro-inflammatorische Makrophagen nach Stimulation mit lipidierten sowie nicht-
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lipidierten Proteinen dargestellt. IL-8, auch CXCL-8 genannt, ist ein chemotaktischer 

Botenstoff, der u.a. von Makrophagen produziert wird. Als Teil der frühen Immunant-

wort des angeborenen Immunsystems ist IL-8 maßgeblich an der chemotaktischen 

Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten sowie deren Aktivierung beteiligt (Bag-

giolini und Clark-Lewis 1992) und eignet sich daher gut zur Erfassung von Immunre-

aktionen.  

Es konnte eine signifikant stärkere IL-8 Freisetzung durch anti-inflammatorische MФ 

(Abb. 10B) nach Stimulation mit allen vier lipidierten Proteinen gegenüber der negativ 

Kontrolle PBS nachgewiesen werden (p<0,05). Zu beachten ist hierbei, dass IL-8 in 

besonders hohen Konzentrationen (ng/ml) freigesetzt wurde. Andererseits erfuhr 

auch hier die durch die vier nicht lipidierten Proteine induzierte Cytokinproduktion 

keine statistisch relevante Steigerung gegenüber PBS. 

Die in Abbildung 10B dargestellte Produktion von IL-8 durch pro-inflammatorische 

MФ zeigt, dass hier die Intensität der Cytokinproduktion nur teilweise mit der Lipidie-

rung der Proteine zusammenhängt. Die freigesetzten IL-8 Level durch nicht-

lipidiertes MetQ bzw. DacB, aber auch von Lip-PnrA und sowohl von nicht-lipidierten 

PsaA als auch Lip-PsaA liegen im Bereich der negativ Kontrolle PBS. Lip-MetQ und 

Lip-DacB zeigen leicht höhere IL-8 Produktionen als ihre nicht-lipidierten Pendants. 

Die Mediane liegen jedoch um ca. eine Zehnerpotenz unter der durch anti-

inflammatorische MФ produzierten Konzentrationen an IL-8. 

 

Die TNFα-Produktion der M1- und M2a-MФ, stimuliert durch lipidierte und nicht-

lipidierte-Proteine veranschaulicht Abbildung 10C. TNF (Tumor Nekrose Faktor) stellt 

einen wichtigen Aktivator entzündlicher Prozesse des Immunsystems dar und wird 

vorwiegend von aktivierten Makrophagen sowie T-Lymphozyten freigesetzt (Black et 

al. 1997). Die Großzahl der pro-inflammatorischen Eigenschaften von TNF lassen 

sich durch seinen Einfluss auf das Endothel des Gefäßsystems erklären. So präsen-

tieren die Endothelzellen nach Stimulation mit TNF eine Reihe an Adhäsionsmolekü-

len auf ihrer Oberfläche, welche für die Migration von Leukozyten in das Zielgewebe 

notwendig sind (Messadi et al. 1987; Pober et al. 1986; Munro et al. 1989). Weiterhin 

setzen die Zellen Chemokine wie IL-8 selbst frei, was zu einer gesteigerten Rekrutie-

rung von Leukozyten führt. Die typischen lokalen Entzündungszeichen wie Rubor 

(Rötung) und Calor (Wärme) lassen sich auf gefäßdilatatorische Effekte von TNF, 

wie die endotheliale Produktion von PGI2, zurückführen, welche zu einem erhöhten 
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Blutfluss im lokalen Stromgebiet führen. Tumor (Schwellung) kann durch eine TNF 

bedingt gesteigerte Permeabilität der Endothelzellen hervorgerufen werden, wobei es 

zu einer erhöhten transendothelialen Flüssigkeitspassage in das Gewebe mit Ödem-

bildung kommt (Bradley 2008). 

Die TNF-Freisetzung durch anti-inflammatorische MФ (Abb. 10C) wies deutliche Un-

terschiede zwischen den lipidierten und nicht-lipidierten Proteinen auf. Auch hier in-

duzierten alle vier lipidierten Proteine eine signifikant gesteigerte Cytokinproduktion 

gegenüber PBS (p<0,05) während die induzierten Cytokinlevel durch nicht-lipidierte 

Proteine auf PBS Level lagen. Erkennbar ist hierbei im Vergleich zu IL-8 und IL-6 die 

recht homogene Verteilung der Datenpunkte der vier einzelnen Spender. Die durch 

pro-inflammatorische MФ produzierten TNF-Konzentrationen liegen für alle Proteine 

auf PBS Niveau und daher konnte keine erkennbar ausgelöste Immunreaktion durch 

die Proteine nachgewiesen werden. 

Da IL-1β und IL-2 nicht in messbaren Konzentrationen von den Makrophagen auf 

den Stimulus hin freigesetzt wurden, lassen diese Interleukine keine Rückschlüsse 

auf eine suffiziente Immunreaktion zu. 

Es konnte gezeigt werden, dass Oberflächenproteine der Pneumokokken in lipidier-

tem Zustand eine durchweg signifikant stärkere Immunreaktion auslösen und M2a 

polarisierte MФ eine deutlich stärkere Reaktion auf die Stimulation zeigen als M1 

MФ.  

Die unerwartet starke Reaktion der M2a-MФ auf den Stimulus mit lipidierten Protei-

nen wurde bereits in anderen Untersuchungen beobachtet (Quero et al. 2017). Die 

Stimulation anti-inflammatorischer Makrophagen sowohl mit einem TLR4- als auch 

mit TLR2-Agonisten, wie ihn lipidierte Proteine darstellen, führen zu einer Reihe von 

Änderungen in den Expressionsmustern der Zellen. Zum einen wird die Expression 

M2-typischer Gen-Marker wie SLC40A1 und HMOXI herunterreguliert (Quero et al. 

2017). Zum anderen wird vermehrt TLR2 in die Zellmembran integriert, was einen 

sich selbst verstärkenden Effekt nach sich zieht. Zusätzlich wird das freigesetzte Cy-

tokinmuster in pro-inflammatorische Richtung moduliert, was die hohen Level an pro-

duziertem IL-6 und IL-8 erklärt. Ausgelöst wird dieser Effekt durch gesteigerte Ex-

pression und Aktivität von MAP-Kinase p38. Das Enzym ist Teil einer intrazellulären 

Signaltransduktionskaskade und an der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren mit-

tels Phosphorylierung beteiligt, womit es eine entscheidende Rolle an der TLR2 ver-

mittelten Cytokinexpression spielt. Diese Modifikationen der Zellfunktion bringt die 
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Makrophagen in einen M1-ähnlichen Zustand (Quero et al. 2017). Die Plastizität der 

Differenzierung von Makrophagen ermöglicht den beobachteten schnellen Wechsel 

der Polarisation (Stout et al. 2005; Sica und Mantovani 2012). Dies erklärt die starke 

Reaktion der ursprünglichen M2a-MФ. Im Gegensatz dazu werden die M1-MФ be-

reits während der Differenzierung mit LPS als TLR4-Agonist stimuliert und zeigen 

daher keine grundlegenden Änderungen der Expressionsmuster durch Stimulation 

mit lipidierten Proteinen (Quero et al. 2017).  

Die stärkere Cytokinfreisetzung der M2a-MФ nach Stimulation mit lipidierten Protei-

nen, verglichen mit den nicht-lipidierten Proteinen, lässt sich auf die TLR2 vermittelte 

intrazelluläre Kaskade zurückführen. TLR2 ist ein Rezeptor zur Erkennung Pathogen 

spezifischer Oberflächenstrukturen und ist in die Membran von Immunzellen inte-

griert (Iwasaki und Medzhitov 2004). TLR2 ist an der Detektion bakterieller Oberflä-

chenproteine, speziell von Lipopeptiden beteiligt. Zu diesem Zweck bildet er Hete-

rodimere, um in Kombination mit TLR1 triacylierte und mit TLR6 diacylierte Lipoprote-

ine erkennen zu können (Takeuchi et al. 2002). Nach Detektion der Antigene durch 

die Rezeptordimere wird intrazellulär das Adapterprotein TIRAP aktiviert. Dies er-

möglicht anschließend die MyD88 abhängige Induktion von NF-κB als entscheiden-

des Bindeglied zur Transkription pro-inflammatorischer Cytokine und Chemokine 

(Yamamoto et al. 2002; Horng et al. 2002). Die TLR2 vermittelte Immunreaktion auf 

lipidierte Pneumokokken-Proteine wurde bereits im Makrophagen-Mausmodell unter-

sucht. Es wurde gezeigt, dass lipidierte Proteine eine stärkere Immunreaktion hervor-

rufen als ihre nicht-lipidierten Varianten (Moffitt et al. 2014). Weiterhin ist bekannt, 

dass Pneumokokken Lipoproteine, TLR2 vermittelt, eine entscheidende Rolle an dem 

Auslösen von NF-κB modulierten Immunreaktionen in Makrophagen spielen (Tomlin-

son et al. 2014).  

In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass die Beseitigung von Pneumokokken 

aus den oberen Atemwegen antikörperunabhängig durch spezielle, erst kürzlich ent-

deckte, CD4+ Zellen vermittelt wird (McCool und Weiser 2004). Diese Antigen-

spezifischen T-Zellen vermitteln eine wirkungsvolle Immunität gegenüber einer Kolo-

nisation durch Pneumokokken (Trzciński et al. 2008). Diese Zellen setzten u.a. IL-17 

frei und wurden demnach Th17 Zellen genannt. Th17 Zellen differenzieren aus nai-

ven CD4+ T-Zellen auf bestimmte, von Zellen des angeborenen Immunsystems frei-

gesetzte, Cytokine. Die Schlüsselkomponenten für die Differenzierung in Th17 Lym-

phozyten, die Autostimulation der Zellen, und auch für die Bildung eines Th17 Effek-
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tor Memory stellt IL-6 in Kombination mit TGF-β, IL-23 und IL-1β dar (Korn et al. 

2009). Diese Zellen produzieren das Cytokin IL-17A, das für die Regulation und Rek-

rutierung von neutrophilen Granulozyten und Monozyten verantwortlich ist (Miyamoto 

et al. 2003; Kolls und Lindén 2004; Sergejeva et al. 2005). Die so zum Ort der Infek-

tion migrierenden professionellen Phagozyten sind kritisch für die effektive Beseiti-

gung von S. pneumoniae aus den oberen Atemwegen (Basset et al. 2007). Die Ent-

wicklung eines Th17 Gedächtniseffektes („Memory Effekt“) führt dazu, dass bei er-

neutem Kontakt mit Pneumokokken frühzeitig IL-17 freigesetzt und Makrophagen 

sowie Eosinophile rekrutiert werden können. Dies wiederum führt zu einer schnellen 

und effizienten Elimination von Pneumokokken und ist somit kritisch für die Immuni-

tätsbildung gegen S. pneumoniae (Zhang et al. 2009). Es lässt sich daher die 

Schlussfolgerung ziehen, dass die im Mausmodell generierte Th17 abhängige Reak-

tion zu einer adaptiven Immunantwort führt, welche unabhängig von Antikörpern zu 

einer IL-17 vermittelte Bereinigung von Pneumokokken und zu gleichzeitig eine Me-

mory-Zell vermittelten Immunität führt. Die Übertragung dieser Erkenntnisse auf den 

menschlichen Organismus ist Gegenstand der aktuellen Forschung. Es konnten je-

doch in dieser Arbeit bereits signifikant erhöhte IL-6, IL-8 und TNFα Level als Im-

munantwort von humanen MФ auf die vier lipidierten Pneumokokken-Proteine MetQ, 

DacB, PnrA und PsaA im Gegensatz zu den nicht-lipidierten Proteinvarianten festge-

stellt werden. Dies lässt darauf schließen, dass lipidierte Proteine grundlegend an der 

durch Pneumokokken ausgelösten Immunreaktion beteiligt sind und in isoliertem lipi-

diertem Zustand einen wirksamen Stimulus des Immunsystems darstellen. In wie 

weit daraus eine Eignung als Vakzinkandidat im Menschen über eine Th17 Immunität 

besteht, muss auch hinsichtlich der mangelnden IL-1β Produktion weiter in ex vivo 

sowie in vivo Modellen untersucht werden. 

 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Lipidierung von Oberflächenprotei-

nen der Pneumokokken eine entscheidende Rolle an der Generierung einer wahr-

scheinlich TLR2 vermittelten Immunantwort durch Zellen des humanen Immunsys-

tems spielt. Des Weiteren wurde gezeigt, dass anti-inflammatorische Makrophagen 

dazu in der Lage sind, auf die Stimulation mit lipidierten Proteinen mit starken Im-

munreaktionen durch Polarisationswechsel zu reagieren. Diese Erkenntnisse stellen 

eine gute Basis für weitere Untersuchungen von Immunreaktionen gegenüber 

Pneumokokken-Oberflächenproteinen im menschlichen Organismus dar.   
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7.Anhang 
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1. Proteinreinigung/Chromatogramme 

Übersicht der Chromatogramme der Proteinreinigung mittels des ÄKTApurifier Sys-

tems. Abbildung 1-3 zeigen die Chromatogramme jeweils von DacB/Lip-DacB, 

PnrA/Lip-PnrA, PsaA/Lip-PsaA unter Nutzung einer HisTrap™ FF crude 1ml Säule. 
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A 

 
B 

 
Abbildung 1: Chromatogramme Proteinreinigung A: DacB; B: Lip-DacB  
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A 

B

 
Abbildung 2: Chromatogramme Proteinreinigung A: PnrA; B: Lip-PnrA 
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A 

B  

 
Abbildung 3: Chromatogramme Proteinreinigung A: PsaA; B: Lip-PsaA 
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2. Plasmidkarten 

 

2.1 pET28TEV Plasmid zur Klonierung und heterologen Expression von 

MetQ, DacB, PnrA und PsaA 

2.2 pETlip3 Plasmid zur Klonierung, artifiziellen Lipidierung und heterologen 

Expression von Lip-MetQ, Lip-DacB, Lip-PnrA und Lip-PsaA 

(exemplarisch mit metQ-Gen) 
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3. Sequenzierungsergebnisse  

 

3.1 Sequenzierungsergebnis pET28TEV (pTP1) dacB 

dacB in S. pneumoniae TIGR4 (sp_0629)  

ATGAAGAAAAGATACCTAGTCTTGACAGCTTTGCTAGCCTTGAGTCTAGCAGCTTGTTCACA

AGAAAAAACAAAAAATGAAGATGGAGAAACTAAGACAGAACAGACAGCCAAAGCTGATGGAA

CAGTCGGTAGTAAGTCTCAAGGAGCTGCCCAGAAGAAAGCAGAAGTGGTCAATAAAGGTGAT

TACTACAGCATTCAAGGGAAATACGATGAAATCATCGTAGCCAACAAACACTATCCATTGTC

TAAAGACTATAATCCAGGGGAAAATCCAACAGCCAAGGCAGAGTTGGTCAAACTCATCAAAG

CGATGCAAGAGGCAGGTTTCCCTATTAGTGATCATTACAGTGGTTTTAGAAGTTATGAAACT

CAGACCAAGCTCTATCAAGATTATGTCAACCAAGATGGAAAGGCAGCAGCTGACCGTTACTC

TGCCCGTCCTGGCTATAGCGAACACCAGACAGGCTTGGCCTTTGATGTGATTGGGACTGATG

GTGATTTGGTGACAGAAGAAAAAGCAGCCCAATGGCTCTTGGATCATGCAGCTGATTATGGC

TTTGTTGTCCGTTATCTCAAAGGCAAGGAAAAGGAAACAGGCTATATGGCTGAAGAATGGCA

CCTGCGTTATGTAGGAAAAGAAGCTAAAGAAATTGCTGCAAGTGGTCTCAGTTTGGAAGAAT

ACTATGGCTTTGAAGGCGGAGACTACGTCGATTAA 

DacB in S. pneumoniae TIGR4  

MKKRYLVLTALLALSLAACSQEKTKNEDGETKTEQTAKADGTVGSKSQGAAQKKAEVVNKGD

YYSIQGKYDEIIVANKHYPLSKDYNPGENPTAKAELVKLIKAMQEAGFPISDHYSGFRSYET

QTKLYQDYVNQDGKAAADRYSARPGYSEHQTGLAFDVIGTDGDLVTEEKAAQWLLDHAADYG

FVVRYLKGKEKETGYMAEEWHLRYVGKEAKEIAASGLSLEEYYGFEGGDYVD 

 

His6-DacB  

GSSHHHHHHMSGENLYFQGASQEKTKNEDGETKTEQTAKADGTVGSKSQGAAQKKAEVVNK-

GDYYSIQGKYDEIIVANKHYPLSKDYNPGENPTAKAELVKLIKAMQEAGFPISDHYSGFR-

SYETQTKLYQDYVNQDGKAAADRYSARPGYSEHQTGLAFDVIGTDGDLVTEEKAAQWLLD-

HAADYGFVVRYLKGKEKETGYMAEEWHLRYVGKEAKEIAASGLSLEEYYGFEGGDYVD 
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3.2 Sequenzierungsergebnis pETlip3 metQ 

metQ in S. pneumoniae TIGR4 (sp_0149) 

ATGAAAATCAAAAAATGGCTTGGTCTAGCAGCCCTTGCTACAGTCGCAGGTTTGGCTCTTGC

AGCTTGCGGAAACTCAGAAAAGAAAGCAGACAATGCAACAACTATCAAAATCGCAACTGTTA

ACCGTAGCGGTTCTGAAGAAAAACGTTGGGACAAAATCCAAGAATTGGTTAAAAAAGACGGA

ATTACCTTGGAATTTACAGAGTTCACAGACTACTCACAACCAAACAAAGCAACTGCTGATGG

CGAAGTAGATTTGAACGCTTTCCAACACTATAACTTCTTGAACAACTGGAACAAAGAAAACG

GAAAAGACCTTGTAGCGATTGCAGATACTTACATCTCTCCAATCCGCCTTTACTCAGGTTTG

AATGGAAGTGCCAACAAGTACACTAAAGTAGAAGACATCCCAGCAAACGGAGAAATCGCTGT

ACCGAATGACGCTACAAACGAAAGCCGTGCGCTTTATTTGCTTCAATCAGCTGGCTTGATTA

AATTGGATGTTTCTGGAACTGCTCTTGCAACAGTTGCCAACATCAAAGAAAATCCAAAGAAC

TTGAAAATCACTGAATTGGACGCTAGCCAAACAGCTCGTTCATTGTCATCAGTTGACGCTGC

CGTTGTAAACAATACCTTCGTTACAGAAGCAAAATTGGACTACAAGAAATCACTTTTCAAAG

AACAAGCTGATGAAAACTCAAAACAATGGTACAACATCATTGTTGCAAAAAAAGATTGGGAA

ACATCACCTAAGGCTGATGCTATCAAGAAAGTAATCGCAGCTTACCACACAGATGACGTGAA

AAAAGTTATCGAAGAATCATCAGATGGTTTGGATCAACCAGTTTGGTAA 

MetQ in S. pneumoniae TIGR4 

MKIKKWLGLAALATVAGLALAACGNSEKKADNATTIKIATVNRSGSEEKRWDKIQELVKKDG

ITLEFTEFTDYSQPNKATADGEVDLNAFQHYNFLNNWNKENGKDLVAIADTYISPIRLYSGL

NGSANKYTKVEDIPANGEIAVPNDATNESRALYLLQSAGLIKLDVSGTALATVANIKENPKN

LKITELDASQTARSLSSVDAAVVNNTFVTEAKLDYKKSLFKEQADENSKQWYNIIVAKKDWE

TSPKADAIKKVIAAYHTDDVKKVIEESSDGLDQPVW 

Lip-MetQ-His6 

CKQNVSSHMGNSEKKADNATTIKIATVNRSGSEEKRWDKIQELVKKDGITLEFTEFTDYSQP

NKATADGEVDLNAFQHYNFLNNWNKENGKDLVAIADTYISPIRLYSGLNGSANKYTKVEDIP

ANGEIAVPNDATNESRALYLLQSAGLIKLDVSGTALATVANIKENPKNLKITELDASQTARS

LSSVDAAVVNNTFVTEAKLDYKKSLFKEQADENSKQWYNIIVAKKDWETSPKADAIKKVIAA

YHTDDVKKVIEESSDGLDQPVWHHHHHH 

Blau dargestellt ist die bei der Klonierung entfernte Sequenz Signalpeptid der Protei-
ne. Die Aminosäure Sequenz der His6 -Markierung wurde rot markiert, unterstrichen 
wurde die zusätzlich zum Protein hinzugefügten Aminosäuren. Grün hervorgehoben 
wurde das aus der OspA Sequenz konservierte und mittels pETLip3 Vektor inserierte 
Cystein der Lipobox (Doktorarbeit F. Voß) 
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4. Berechnete Cytokinkonzentrationen        

                

  IL-6 pg/ml   

anti-inflammatorische Makrophagen 
  
              

                  

              

      Kontrolle 
    

  MetQ Lip-MetQ  DacB Lip-DacB PnrA Lip-PnrA PsaA Lip-PsaA     PBS      LPS   
                  

Donor 1 113,8 871,4  191,5 1223,3  166,1 781,5  108,5 472,9  8,5 459,4   

Donor 2 36,8 1013,3  122,2 1884  80 993,2  161,3 796,9  2,6 885,6   

Donor 3 128,1 1790,2  204,2 1474,3  151,6 548,5  132,9 729,5  10,4 454,3   

Donor 4 40 2614,5  59,6 1283,3  67,9 1201,4  90,8 1140,6  15,2 848,3   

                  

     pro-inflammatorische Makrophagen        

                  

              

     Kontrolle 
    

  MetQ Lip-MetQ  DacB Lip-DacB PnrA Lip-PnrA PsaA Lip-PsaA   PBS      IL-4   
                  

Donor 1 95 326,3  165,8 342  203,7 154,9  191,8 268,1  104,2 85,1   

Donor 2 127,1 172  206,3 246,2  9 170,2  498,3 207,8  194,3 182,1   

Donor 3 82,6 59,1  145,8 63,5  135,7 69,3  64,3 72,4  131,3 78,1   

Donor 4 17,9 59,9  1,6 61,8  4,8 39,7  14 11,7  4,6 2,4   
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  IL-8 ng/ml    

anti-inflammatorische Makrophagen 
 
                

                  

              

     Kontrolle 
    

  MetQ Lip-MetQ DacB Lip-DacB PnrA Lip-PnrA PsaA Lip-PsaA PBS LPS   
                  

Donor 1 81,12431 167,2375  38,14763 1281,221  129,231 458,6873  15,23208 109,8083  0,063552 57,74637   

Donor 2 0,5647302 938,8966  18,34296 3937,859  5,264904 546,795  23,98754 373,2516  0,0292847 52471,08   

Donor 3 25,15804 459,6181  201,5289 139,8165  25,73409 3093,739  20,38235 582,4598  0,0510205 112,3226   

Donor 4 1,523983 201,7333  6,160661 40,59465  10,58557 109,9197  246,8226 224,3895  0,0640912 5884,925   
                  

     pro-inflammatorische Makrophagen         
                  

              

     Kontrolle 
    

  MetQ Lip-MetQ DacB Lip-DacB PnrA Lip-PnrA PsaA Lip-PsaA PBS IL-4   
                  

Donor 1 7,648551 50,31379  23,40495 87,27355  374,2918 52,41351  89,66487 34,9893  19,82024 5,333366   

Donor 2 31,61634 205,9509  25,74483 365,049  0,0361248 76,03445  58,28025 109,0406  75,21674 43,17289   

Donor 3 3,205203 7,024239  49,99181 23,73145  49,38738 6,501214  1,624612 5,116249  15,91197 4,287495   

Donor 4 0,3124474 49,42077  0,0390838 13,52964  0,0843316 9,847932  0,428533 1,272915  0,0572171 0,0278679   
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  TNF pg/ml   

anti-inflammatorische Makrophagen 
 
                

                  

              

    Kontrolle 
    

  MetQ   Lip-MetQ DacB Lip-DacB  PnrA Lip-PnrA PsaA Lip-PsaA PBS LPS   

                  

Donor 1 64,89931 82,95179  65,40693 87,26089  65,7262 82,30801  62,05603 79,16327  62,41971 73,44392   

Donor 2 61,69447 78,01522  65,7262 87,43102  64,20776 74,81559  65,7262 71,19036  60,3279 85,82806   

Donor 3 69,00594 90,63898  70,08965 86,33105  64,83614 73,87434  64,02045 84,50102  63,33826 84,09055   

Donor 4 60,97766 125,1164  62,66335 88,28667  62,90793 85,24493  64,14526 99,23164  61,27531 177,3102   

                  

     pro-inflammatorische Makrophagen         

                  

              

    Kontrolle 
    

  MetQ Lip-MetQ  DacB Lip-DacB  PnrA Lip-PnrA PsaA Lip-PsaA PBS IL-4   

                  

Donor 1 26,67737 27,41484  26,16277 26,83371  28,78285 27,54867  27,76414 26,49612  27,73712 26,06105   

Donor 2 25,95973 25,88399  26,08644 26,88603  24,77411 26,34174  26,70336 26,88603  27,30826 25,35999   

Donor 3 24,94358 25,40944  27,60238 25,08976  27,52185 25,01656  26,62545 25,80848  25,53347 26,26489   

Donor 4 25,13868 30,0138  24,82241 27,38816  26,26489 26,83371  25,53347 26,01034  25,08976 24,62977   
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Abkürzungsverzeichnis 
 
µ Mikro  LPS Lipopolysaccharid 

A. dest. Aqua destillata (destilliertes 

Wasser) 

 Lsp Lipoprotein-Signal-Peptidase 

APS Ammoniumpersulfat  M Molar 

AS Aminosäure  MФ Makrophagen 

BP Basen-Paare  M-CSF Makrophagen-Kolonie-

stimulierender Faktor 

°C Grad Celsius  min Minute 

CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)-

dimethylammonio]-1-

propansulfonat 

 OD Optische Dichte 

Da/kDa Dalton/ kilo-Dalton  PBMC mononukleäre Zellen des 

peripheren Blutes 

DNS Desoxyribunukleinsäure  PCR Polymerase-Kettenreaktion 

DMSO Dimethylsulfoxid  PPSV23   

 

23-valenter Pneumokokken 

Polysaccharid Impfstoff 

dNTP Desoxyribunukleosid-

Triphosphat 

 RT Raumtemperatur 

EDTA Ethylendiamintetraacetat  s Sekunde 

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent 

Assay 

 SDS Natriumdodecylsulfat 

FCS fetales Kälber Serum  TEMED N,N,N′,N′-Tetramethylethan-

1,2-diamin 

FD fast digest (schnell verdauend)  V Volt 

g Gramm  ÜN Über Nacht 

GM-CSF  

 

Granulozyten-Makrophagen-

Kolonie-stimulierender Faktor 

   

xg x fache Erdbeschleunigung    

INF Interferon    

IL Interleukin    

IPD  Invasive Pneumokokken 

Erkrankung 

   

IPTG Isopropyl-β-D-

thiogalactopyranosid 

   

l Liter    

LB lysogeny broth    

Lip/lip lipidiert    

Lgt Lipoprotein-Diacyglycerol-

Transferase 
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Zusammenfassung 
 

Das Gram-positive Bakterium Streptococcus pneumoniae (Pneumokokken) stellt vor 

allem bei der sehr jungen und älteren sowie immungeschwächten Bevölkerung einen 

immer mehr an Bedeutung gewinnenden Krankheitserreger dar. Krankheitsbilder wie 

die Pneumokokken-Meningitis, -Pneumonie und -Sepsis, um nur einige zu nennen, 

können z.T. schwere Verläufe nehmen. Neue Serotyp-unabhängige Impfstoffe sollen 

flächendeckenden Schutz vor Infektionen mit S. pneumoniae bieten. Das Hauptau-

genmerk der Impfstoffforschung liegt unter anderem auf der Untersuchung von 

Pneumokokken Protein-basierten Impfstoffen als Bestandteil eines Konjugat- bzw. 

Multikomponenten Impfstoffes. In diesem Zusammenhang wurde in dieser Arbeit die 

Immunantwort humaner Immunzellen gegenüber den vier Pneumokokken Oberflä-

chen-Lipoproteinen MetQ, DacB, PnrA und PsaA untersucht. Diese Lipoproteine 

wurden sowohl in lipidierter als auch in nicht-lipidierter Form als heterologe Proteine 

generiert, um den Einfluss der Lipidierung auf die Immunreaktion beurteilen zu kön-

nen. Zur Untersuchung der Reaktion des menschlichen Immunsystems wurden hu-

mane Blut-Monozyten (hPBMCs) isoliert und zu pro-inflammatorischen Makrophagen 

(M1) einerseits und anti-inflammatorischen Makrophagen (M2a) andererseits diffe-

renziert. Die Zellen wurden mit den lipidierten bzw. nicht-lipidierten Proteinen stimu-

liert. In den Überständen wurden zur Beurteilung der abgelaufenen Immunreaktion 

die Konzentrationen von IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8 und TNF bestimmt. Eine Produktion 

von IL-1β und IL-2 durch die Makrophagen konnte hierbei nicht nachgewiesen wer-

den. M1 Makrophagen zeichneten sich durch eine kaum messbare Cytokin-

Produktion auf beide Proteinstimuli aus. Anti-inflammatorische Makrophagen zeigten 

eine signifikant verstärkte IL-6, IL-8 und TNF Produktion (p< 0,05) nach Stimulation 

mit allen vier lipidierten Proteinen im Gegensatz zur Stimulation mit nicht-lipidierten 

Proteinen. Das stärkere Stimulationspotenzial der lipidierten Proteine konnte auf de-

ren Agonismus am TLR2 zurückgeführt werden. Weiterhin konnte die starke Reakti-

on der M2a Makrophagen mit deren Plastizität sowie mit dem Potenzial von Lipopro-

teinen zur Umpolarisation von Makrophagen aufgrund des TLR2 Agonismus erklärt 

werden. Die Ergebnisse zeigen, dass die eingesetzten lipidierten Proteine einen suf-

fizienten und signifikant potenteren Immunstimulus im menschlichen Organismus 

darstellen, als die gleichen Proteine in nicht-lipidierter Form. Somit könnten diese 

lipidierten Proteine geeignete Vakzinkandidaten gegen S. pneumoniae darstellen.  
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