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Abkürzungen, Symbole und Akronyme 

© copyright 

Ø Durchmesser 

°C  Grad Celsius  

%  Prozent  

/ pro (Division) 

® eingetragene Marke 

TM  Trademark, Warenzeichen  

& und 

x mal (Multiplikation) 

ɚ  lambda, Wellenlänge  

[Ca
2+

] i  intrazelluläre Ca
2+

-Konzentration  

[Ca
2+

]a extrazelluläre Ca
2+

-Konzentration 

µ-Calpain micromolar Ca
2+

-requiring protease 

µg Mikrogramm 

ɛl  Mikroliter  

ɛm  Mikrometer  

ɛmol  Mikromol  

A. bidest.  Aqua bidestillata (zweifach destilliertes Wasser)  

A. dest.  Aqua destillata (destilliertes Wasser)  

ADAM10 disintegrin and metalloprotease 10 

agr accessory gene regulator 

AM  Acetoxymethylester  

aPKC atypical PKC 

AP-1 activator protein 1 

ApoCaM Apocalmodulin, Ca
2+

-freies Calmodulin 

AS Aminosäure 

ASCII  american standard code for information interchange  

ASL airway surface liquid 

ATF-2 activating transcription factor-2 

ATP  Adenosin-5ô-triphosphat  

AVI  audio video interleave 

BAD Bcl-2-Antagonist of Cell Death 

bp Basenpaare 

Ca
2+

  Calcium(II)-Ionen  

Ca
2+

/CaM Ca
2+

- gebundenes Calmodulin 

Ca
2+

/CaMKII Calcium/Calmodulin-abhängige Kinase II 

CaCl2 Calciumchlorid 

CaM Calmodulin 

CaMK Calmodulin-abhängige Kinasen 

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat 
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cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat 

CFTR cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 

cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat 

Cl
-
 Chlorid(I)-Ionen 

cPKC conventional PKC 

c-Src cellular sarcoma 

DABCO 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan  

DAG Diacylglycerol 

DMSO Dimethylsulfoxid  

DNA desoxyribonucleic acid (Desoxyribonucleinsäure) 

ECGS epidermal cell growth supplement 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure  

EGF  epidermal growth factor  

EGFR epidermal growth factor receptor 

EGTA Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,Nô,Nô- 

tetraessigsäure  

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

em Emission  

ENaC epithelial Na
+
 channel 

ER endoplasmatischen Retikulum 

ERK extracellular signal-regulated kinases 

et al.  et alii (und andere) 

ex  excitation (Anregung)  

F  Fluoreszenzintensität  

FACS fluorescence activated cell sorting 

FAK fokale Adhäsionskinase 

FBS fetal bovine serum 

g  Gramm  

g  Faktor der Erdbeschleunigung (9,81 m/s
2
)  

GDP  Guanosin-5ô-diphosphat  

Glu Glutaminsäure 

G-Protein GTP-bindendes Protein 

GTP  Guanosin-5ô-triphosphat  

h  Stunde  

HBE human bronchial epithelial cell 

Hla  Hämolysin A  

Hlb  Hämolysin B  

HEPES  N-2-Hydroxyethylpiperazin-Nô-2-ethansulfonat  

Hz Hertz 

IFN Interferon 

IL  Interleukin  

IP3  Inositol-1,4,5-triphosphat  

JNK c-Jun N-terminale Kinase 



Abkürzungen, Symbole und Akronyme 

 

 9 

K
+
 Kalium(I)-Ionen 

Kd  Dissoziationskonstante  

kDa  Kilodalton  

konz. konzentriert 

l  Liter  

LBS  low bicarbonate saline (Salzlösung ohne Hydrogen-

carbonat)  

LPS Lipopolysaccharid 

LTA Lipoteichonsäure 

m  Meter  

MAP-Kinase (MAPK) mitogen-activated protein kinase 

MAPKK mitogen-activated protein kinase kinase 

MAPKKK  mitogen-activated protein kinase kinase kinase 

max  maximal  

m-Calpain millimolar Ca
2+

-requiring protease 

Mch multi channel, Grünfluoreszenz-/ Phasenkontrast-Bild  

MEF2 myocyte enhancer factor-2 

MEK mitogen-extracellular-regulated protein kinase 

MEM minimal essential medium 

Mg
2+

  Magnesium(II)-Ionen  

mg Milligramm 

min  minimal  

min  Minute  

ml  Milliliter  

mm  Millimeter  

mmol  Millimol  

Mn
2+

 Mangan(II)-Ionen 

n Anzahl der unabhängigen Zellpräparationen 

Na
+
  Natrium(I)-Ionen  

NF-əB nuclear factor ókappa-light-chain-enhancerô of activated  

B-cells 

ng Nanogramm 

nm  Nanometer  

nPKC novel PKC 

p p-Signifikanzwert 

PBS  phosphate-buffered saline  

PCL periciliary liquid layer 

PDK phosphoinositide-dependent kinase 

Pen/Strep Penicillin/Streptomycin 

PGN Peptidoglykan 

pH potentia hydrogenii (Maß für die Wasserstoffionen-

Konzentration) 

Ph Phasenkontrast 

PI(3,4)P2 Phosphatidylinositol-3,4-bisphosphat 
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PI(4,5)P2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 

PI(3,4,5)P3 Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat 

PI3-Kinase Phosphatidylinositol-3-Kinase 

PMCA Plasmamembran Ca
2+

-ATPasen 

PKA Proteinkinase A, cAMP-dependent protein kinase 

PKB/Akt Proteinkinase B 

PKC Proteinkinase C 

PKG Proteinkinase G, cGMP-dependent protein kinase 

PLC Phospholipase C 

PS Phosphatidylserin 

Pyk2 proline-rich tyrosine kinase 2 

RhoA Ras homolog gene family, member A 

RNA ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 

rHla  rekombinantes Hämolysin A  

rHlb  rekombinantes Hämolysin B  

rpm  revolution per minute (Umdrehungen pro Minute)  

ROCK Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase 

RT Raumtemperatur 

s  Sekunde  

S1P  Sphingosin-1-phosphat  

S. aureus Staphylococcus aureus 

Ser Serin 

SERCA sarko(endo)plasmatisches Retikulum Calcium ATPase 

SH-Domäne Src homology-Domäne 

SR sarkoplasmatisches Retikulum 

Stim1 stromal interaction molecule 1 

t  Zeit  

TGF transforming growth factor 

Thr Threonin 

TNF Tumornekrosefaktor 

TRIS  Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan  

Tyr Tyrosin 
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1 Einleitung 

1.1 Arbeitsgrundlage 

Das Bakterium Staphylococcus aureus (S. aureus, siehe 1.2) ist häufig Ursache 

schwerer Infektionen (Emori & Gaynes, 1993). Die Behandlung mit Antibiotika wird 

aufgrund der immer häufiger auftretenden Resistenzen zunehmend schwieriger 

(Moellering, 2008). Es ist daher besonders wichtig, die Interaktion des Bakteriums mit 

den Wirtsorganismen besser zu verstehen, um einerseits die Prävention zu verbessern 

und andererseits bessere Therapieansätze entwickeln zu können. Da S. aureus sehr oft 

an Erkrankungen der humanen Atemwege beteiligt ist (Escotte et al., 2006), widmen 

wir diesem Epithel (siehe 1.3) besondere Aufmerksamkeit. Es ist die erste Barriere 

gegen das Vordringen eingeatmeter, potenziell gefährlicher Partikel und 

Mikroorganismen in den Körper und trägt in mehrfacher Hinsicht zur unspezifischen 

Immunabwehr des Organismus bei (Ganz, 2002; Bals & Hiemstra, 2004). Die 

Atemwege sind mögliche Eintrittspforten für S. aureus in den menschlichen 

Organismus (Bals & Hiemstra, 2004), jedoch kommen inhalierte Bakterien initial 

vermutlich nicht direkt mit den Epithelzellen der Atemwege in Kontakt, sondern nur mit 

der aufgelagerten Mukusschicht. Unsere Hypothese ist, dass die Bakterien in dieser 

Situation möglicherweise durch sekretorische lösliche Faktoren (Virulenzfaktoren) die 

Funktion der Epithelzellen lenken und dadurch das Infektionsgeschehen für sich günstig 

beeinflussen können. In den angeschalteten Prozessen können z.B. Kinasen aktiviert 

werden, was zu Änderungen in der Zytokinsekretion oder der Zellform führen kann 

(Abb. 1). 

 

 
Abb. 1: Arbeitshypothese, untersuchte Signaltransduktionswege und mögliche Reaktionen der Zellen. 
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1.2 Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus (S. aureus) ist einer der bedeutendsten Erreger bakterieller 

Infektionen beim Menschen (Kloos, 1980; Emori & Gaynes, 1993). Das Bakterium 

wurde bereits 1880 von dem Schotten Sir Alexander Ogston bei der Untersuchung von 

Abszessen und postoperativen Wundeiterungen entdeckt. Es gehört zur Familie der 

Staphylococcaceae (Lowy, 1998). Das Gram-positive Bakterium ist kugelförmig (lat.: 

coccus = kugelförmig) und hat einen Durchmesser von ca. 0,8-1,2 µm. Es ist 

unbeweglich und führt aerobe und, fakultativ, auch anaerobe Energiegewinnungs-

prozesse durch. Unter dem Mikroskop sind die durch Carotinoid-Einlagerungen 

goldgelb gefärbten (lat.: aureus = gold) Bakterien weintraubenartig (griech.: staphyle = 

Weintraube) in Clustern angeordnet (Ogston, 1882; Kloos, 1980; van Belkum et al., 

2009). Obwohl Staphylokokken keine Sporen bilden, sind sie sehr widerstandsfähig 

gegen Umwelteinflüsse und können auch außerhalb des Wirts gut überleben (Hecker et 

al., 2003). 

 

 
Abb. 2: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von S. aureus-Bakterien (Sibbald et al., 2006). 

 

In den meisten S. aureus-Stämmen (90 %) sind die Bakterien von einer Polysaccharid-

Kapsel umgeben, die die Phagozytose im eukaryotischen Wirt verhindert (Karakawa et 

al., 1985) und somit wichtig in der Pathogenese von S. aureus ist. 

Die 20-50 nm dicke Zellwand von S. aureus besteht hauptsächlich aus Peptidoglykan 

(etwa 50 %) und Teichonsäuren (etwa 40 %). Peptidoglykan (PGN, Murein) besteht aus 

N-Acetylglukosamin und N-Acetylmuraminsªure, die ɓ-1-4 glykosidisch miteinander 

verknüpft sind. Die Quervernetzung der Peptidoglykan-Ketten erfolgt über Tetrapeptid-

Ketten. Diesem Polysaccharid wird eine endotoxische Wirkung zugesprochen. Es 

stimuliert die Abgabe von Zytokinen von Makrophagen, die Aktivierung des 

Komplementsystems und die Aggregation von Blutplättchen (Shockman & Barrett, 
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1983; Lowy, 1998). Die Teichonsäuren werden in zwei Typen eingeteilt, die an die 

Mureinschichten angelagerten Zellwandteichonsäuren und die Lipoteichonsäuren 

(LTA), welche mit der Zellmembran über einen Lipidanker verbunden sind (Knox & 

Wicken, 1973; Harris et al., 2002). 

Das Genom der Staphylokokken besteht aus einem doppelsträngigen zirkulären 

Chromosom (ca. 2800 bp) und mobilen Gen-Elementen, wie Plasmiden, Prophagen und 

Transposons (Lowy, 1998). Exogene DNA kann durch Konjugation, Transduktion und 

Transformation aufgenommen und in das eigene Genom integriert werden (Burrus & 

Waldor, 2004). So ist der Genaustausch innerhalb der Staphylokokken-Stämme und 

anderer Gram-positiver Bakterien möglich (Schaberg & Zervos, 1986). Es wurden 

einige Gene für Virulenzfaktoren und Antibiotika-Resistenzen auf extrachromosomalen 

Strukturen gefunden (Lowy, 1998), die z.B. den Anstieg der Antibiotika-Resistenzen 

erklären. Das betrifft besonders nosokomiale Infektionen, für welche Staphylokokken 

die häufigste Ursache sind (Emori & Gaynes, 1993). Im Jahr 2005 zeigten bereits mehr 

als 60 % der untersuchten S. aureus-Stämme, die in Krankenhäusern angetroffen 

werden, Resistenzen gegen¿ber ɓ-Lactam-Antibiotika wie Penicillin, Ampicillin und 

Methicillin (Gill et al., 2005). Diese Stämme werden auch als MRSA, d.h. Methicillin-

resistente S. aureus, bezeichnet. Hierbei spielt das Gen mecA eine wichtige Rolle, 

welches auf der mobilen Genominsel SCCmec (Staphylococcal Cassette Chromosome 

mec) lokalisiert ist (Deurenberg & Stobberingh, 2009). Es codiert für Penicillin-

Binding-Protein 2a, welches nur eine geringe Affinität zu ɓ-Lactam-Antibiotika 

aufweist (Ubukata et al., 1989). Somit werden diese nicht in die Membran eingebaut 

und können ihrer antibiotischen Aufgabe nicht nachkommen. Auch Therapieversuche 

mit Vancomycin sind nicht mehr in allen Fällen erfolgreich (Bamberger & Boyd, 2005). 

Auch bei nicht nosokomialen S. aureus-Infektionen (community acquired Staphylo-

kokken) stieg in den letzten zehn Jahren die Anzahl der Antibiotika resistenten 

Bakterienstämme stark an (Vandenesch et al., 2003; Moellering, 2008).  

Das Bakterium S. aureus kommt fast überall in der Natur vor und ist auch beim 

Menschen weit verbreitet. Die Besiedlung oberflächlicher Gewebe erfolgt bei einem 

gesunden Menschen asymptomatisch (= Kolonisation) und betrifft ca. 20 % aller 

Menschen, die dauerhaft als Träger dieser Bakterien fungieren. Der Großteil der 

Bevölkerung (ca. 60 %) wird diskontinuierlich und ca. 20 % werden gar nicht besiedelt. 

Man spricht in diesem Zusammenhang von persistenten, intermittierenden oder Nicht-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Deurenberg%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19275621
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stobberingh%20EE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19275621
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Trägern (Williams, 1963; Kluytmans et al., 1997). Während bei persistierenden Trägern 

meist lebenslang der gleiche Stamm nachgewiesen wird, wechselt der Stamm bei 

intermittierenden Trägern (VandenBergh et al., 1999). Es konnte gezeigt werden, dass 

mit S. aureus besiedelte Personen zwar häufiger akute Infektionen erleiden als Nicht-

Träger (Corbella et al., 1997), es aber im Falle einer akuten Erkrankung zu einer 

geringeren Sterberate kommt (Wertheim et al., 2004). 

1.2.2 Virulenz-assoziierte Faktoren von S. aureus 

Staphylokokken kommen vorwiegend auf der Haut (S. epidermis; Sibbald et al., 2006), 

in der vorderen Nasenhöhle und auf anderen mit Mukus bedeckten Oberflächen im 

menschlichen Wirt vor (S. aureus; Archer, 1998; Foster, 2004; Sibbald et al., 2006). 

Bekommen sie eine günstige Gelegenheit geboten, wie z.B. durch eine Verletzung der 

Haut oder durch ein geschwächtes Immunsystem ihres Wirts, können sie sich ausbreiten 

und verschiedene Krankheiten verursachen, z.B. Abszesse, Wundinfektionen nach 

Operationen, Lungenentzündungen, Endokarditis, toxisches Schock-Syndrom (TSS), 

Osteomyelitis oder gar eine Sepsis (Howe et al., 1996; Archer, 1998). Außerdem 

verursachen die Bakterien Lebensmittelvergiftungen (Dinges et al., 2000). Besonders 

bei Mukoviszidose-Patienten generieren Staphylokokken häufig chronische Lungen-

entzündungen (Hutchison & Govan, 1999). Um sich an die Wirtszelle anheften und in 

diese eindringen zu können, bilden Staphylokokken diverse Virulenz-assoziierte 

Faktoren (kurz: Virulenzfaktoren), welche zur Schädigung der Zellen und des 

Wirtsorganismus beitragen können und somit die Entstehung einer Infektion 

begünstigen. So wie intakte Bakterien können auch einzelne Bestandteile der 

Bakterienzellwand wie Peptidoglykan und Lipoteichonsäuren durch die Aktivierung des 

Immunsystems Krankheitssymptome auslösen (Clarke & Foster, 2006). Die Virulenz 

von S. aureus beruht auf der kombinierten Wirkung von Oberflächenproteinen, Toxinen 

und Enzymen (Peacock et al., 2002). 

Wird S. aureus in Vollmedium kultiviert, werden in der exponentiellen Wachstums-

phase vor allem Oberflächenproteine gebildet, während beim Übergang in die stationäre 

Phase hauptsächlich Toxine exprimiert werden. Übertragen in die natürliche Infektions-

situation wird dies so interpretiert, dass so das Überleben, die Vermehrung und 

Ausbreitung der Bakterien im infizierten Gewebe ermöglicht werden (Novick et al., 

1993; Balaban & Novick, 1995; Dinges et al., 2000). Beim Übergang der 
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Wachstumsphasen erfolgt ein Wechsel der Expression von Genen verschiedener 

Virulenzfaktoren (Ziebandt et al., 2004). Diese Regulation erfolgt über Zwei-

Komponenten-Systeme, wobei das agr-System (accessory gene regulator) von 

besonderer Bedeutung ist (Novick et al., 1993; Ziebandt et al., 2004) (Abb. 3). Es 

handelt sich dabei um ein ĂQuorum sensing-Systemñ, das ab einer bestimmten 

Bakteriendichte von der Genexpression für Oberflächenproteine zur vermehrten 

Expression von Genen für Exotoxine wechselt. Zu Beginn einer S. aureus-Infektion, 

wenn die Bakteriendichte noch gering ist, werden vor allem bakterielle Adhäsine 

produziert, um das Wirtszellgewebe zu kolonisieren. Ab einer bestimmten Bakterien-

dichte wird der intrazelluläre Effektor des agr-Systems, RNAIII, transkribiert und 

reguliert die Produktion der Zellwand-assoziierten Virulenzfaktoren herunter sowie die 

der sezernierten Virulenzfaktoren, wie z.B. Hämolysin A (porenformendes S. aureus-

Toxin, siehe 1.2.2.1), herauf (Peng et al., 1988; Novick et al., 1993; Novick, 2003). 

RNAIII reguliert hauptsächlich die Produktion von Proteinen auf der Transkriptions-

ebene, kann aber in einigen Fällen auch die Translation beeinflussen (Novick et al., 

1993). 

 

  
Abb. 3: Schematische Darstellung der agr-Aktivierung und die Effekte der Agr-Expression auf die 

Synthese von Virulenzfaktoren (Balaban & Novick, 1995). 

 

Zu den Virulenzfaktoren gehören Adhäsine, Exoenzyme, Toxine und Superantigene 

(z.B. Protein A) (Archer, 1998; Sibbald et al., 2006; Feng et al., 2008). Tab. 1 zeigt 

einige Beispiele. 
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Tab. 1: Einige Virulenzfaktoren von S. aureus (Archer, 1998; Sibbald et al., 2006; Feng et al., 2008).  
 

Adhäsine Exoenzyme Toxine 

Autolysine (z.B. Atl und Aaa),  

Clumping-Faktoren (z.B. ClfA und CflB),  

Collagen-bindende Proteine (z.B. Cna),  

Elastinbindende Proteine,  

Enolasen,  

Firbonectinbindende Proteine (z.B. FnbpA & B), 

Lipoteichonsäuren,  

Polysaccharidkapsel,  

Protein A 

Koagulase,  

Staphylokinase,  

Hyaluronidasen,  

Lipasen,  

Proteasen,  

Penicillinasen,  

DNAsen 

Hämolysine,  

Enterotoxine (z.B. SEA, SEB),  

Exfoliatin A und B,  

Toxic-Schock-Syndrom-Toxin 1,  

Leukocidin 

 

Wichtige Virulenzfaktoren von S. aureus sind die Hämolysine. Diese Exotoxine können 

Erythrozyten lysieren. Bei dem Bakterium konnten vier dieser Exotoxine gefunden 

werden, die Hªmolysine Ŭ, ɓ, ɔ, und ŭ (Wiseman, 1975). Es handelt sich dabei um 

Enzyme mit Plasmamembran-schädigender Wirkung oder um porenbildende Toxine, 

die in der Lage sind, in der Membran der Zielzelle eine oligomere Pore auszubilden. 

Die Poren-bildenden Toxine werden wiederum in Einzelkomponenten-Toxine (z. B. Ŭ-

Hämolysin) und Zweikomponenten-Toxine (z. B. ɔ-Hämolysin) unterteilt (Menestrina 

et al., 2003). 

1.2.2.1 Hämolysin A 

Einer der wichtigsten Virulenzfaktoren von S. aureus ist das Exotoxin Hämolysin A 

(Hla, Hªmolysin Ŭ, Ŭ-Toxin). Es wird durch das chromosomale Gen hla codiert, besteht 

aus 293 Aminosäuren (AS) und hat eine molekulare Masse von 33 kDa (Bhakdi & 

Tranum-Jensen, 1991). Hla enthªlt kein Cystein, besitzt einen hohen Anteil an ɓ-Sheet-

Strukturen (65 %) und nur wenige Ŭ-Helix-Strukturen (10 %) (Dinges et al., 2000). 

Hla wird als monomeres, wasserlösliches Protein während der späten exponentiellen 

Wachstumsphase kultivierter Bakterien sezerniert (Coleman & Abbas-Ali, 1977). An 

der Plasmamembran der Wirtszelle assemblieren sich jeweils sieben Monomere zum 

aktiven heptameren Toxinkomplex, welcher eine Transmembranpore bildet (Gouaux, 

1998; Valeva et al., 2001; Kawate & Gouaux, 2003; Jayasinghe et al., 2006). Der 

genaue Mechanismus der Membranbindung ist noch nicht aufgeklärt. Prinzipiell werden 

für die Interaktion von Hla mit der Plasmamembran der Zielzellen in Abhängigkeit von 

der Hla-Konzentration zwei unterschiedliche Mechanismen angenommen. Bei geringen 

Toxin-Konzentrationen von 3,3 ng/ml bis 660 ng/ml führt ein spezifischer, bisher aber 

unbekannter Oberflächen-Rezeptor zur Bindung von Hla (Bhakdi & Tranum-Jensen, 

1991; Hildebrand et al., 1991). In Kaninchen-Erythrozyten wurde bereits 1976 die 
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Expression von spezifischen Bindestellen (1200 bis 1500 Bindestellen pro Zelle) für 

Hla entdeckt (Cassidy & Harshman, 1976; Hildebrand et al., 1991), durch welche diese 

Zellen besonders sensitiv gegenüber Hla sind. In humanen Erythrozyten konnte die 

Expression solcher spezifischer Bindestellen nicht gezeigt werden, was die geringe 

Reaktion auf niedrige Hla-Konzentrationen erklären könnte (Cassidy & Harshman, 

1976). Der vermeintliche Hla-Rezeptor könnte ein Protein sein (z.B. die Metallo-

protease ADAM10; Wilke & Bubeck Wardenburg, 2010; Abb. 4), aber auch andere 

Bindungspartner könnten die Bindung von Hla an die Plasmamembran der Wirtszellen 

vermitteln. 

 

 
Abb. 4: Modellvorstellung zur Interaktion von Hla mit ADAM10 und den nachfolgenden zellphysio-

logischen Änderungen. Der Hla/ADAM10-Komplex relokalisiert in Caveolin1-reiche Membrandomänen, 

fokale Adhäsionen werden zerstört und die Zelle stirbt ab (Wilke & Bubeck Wardenburg, 2010). 

 

Allerdings kann sich Hla auch in Protein-freie, Bi- und Monolayer von Membranlipiden 

integrieren (Buckelew & Colacicco, 1971; Belmonte et al., 1987). Der spezifische 

Oberflächen-Rezeptor ist somit nicht essentiell für die Toxinwirkung (Bhakdi & 

Tranum-Jensen, 1991), was bedeutet, dass es einen weiteren Wirkmechanismus geben 

muss. Eine Interaktion des Toxins mit den polaren Kopf-Gruppen geclusterter 

Phosphatidylcholin-Moleküle ist denkbar. So könnten z.B. Cholesterol/Sphingomyelin-

reiche Membrandomänen die Voraussetzung für die Zytotoxizität sein (Valeva et al., 

2006). Bei hohen Hla-Konzentrationen (Ó 6600 ng/ml) kommt es zur unspezifischen 

Bindung der Toxin-Monomere an die Plasmamembran. Vermutlich bindet Hla dort an 

Lipid-Reste, möglicherweise vertreten durch Cholin-Kopfgruppen des Phosphatidyl-

cholins (Hildebrand et al., 1991). Der Prozess der Porenbildung verläuft schließlich 

spontan über mehrere Zwischenstufen (Abb. 5). 
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Abb. 5: Ablauf der Porenbildung durch Hämolysin A. Der N-Terminus ist rot und der Vorläufer-Schaft 

grün dargestellt (Jayasinghe et al., 2006). Bei dem wasserlöslichen Monomer (1) reagieren sowohl der N-

Terminus als auch der Vorläufer-Schaft auf Proteasen sensibel. Es folgt die Bindung an die 

Plasmamembran und es entsteht das Membran-gebundene Monomer (2) mit Protease-sensitivem N-

Terminus und Protease-resistenten Vorläufer-Schaft (Strichellinie). Anschließend kommt es zu einer 

Interaktion zwischen mehreren Monomeren und es bildet sich der heptamere Komplex (3), der auch als 

Vorpore bezeichnet wird. Durch eine Konformationsänderung innerhalb der Monomere erfolgt synchron 

die Insertion der ɓ-Sheets aller 7 Untereinheiten, wodurch ein ɓ-Barrel entsteht, der funktionelle Teil der 

Pore (4), welche insgesamt Protease-resistent ist (Valeva et al., 2001; Kawate & Gouaux, 2003; 

Menestrina et al., 2003; Jayasinghe et al., 2006). 

 

Das Hämolysin A-Heptamer ist ca. 10 nm lang und besteht aus einer ɓ-Sandwich-

Struktur mit 2x6 antiparallelen Strängen pro Monomer. Der Außendurchmesser beträgt 

ebenfalls ca. 10 nm (Gouaux, 1998). Die transmembranale Pore (ɓ-Barrel) ist 5,2 nm 

lang und besitzt einen durchschnittlichen Durchmesser von ca. 2,6 nm. Dieser ist jedoch 

nicht konstant und variiert von 3 nm im extrazellulären Bereich, über ein Maximum von 

3,8 nm, einem Minimum von 1,4 nm zu Beginn des Transmembran-Schafts und 2 bis 

2,2 nm im darauf folgenden Abschnitt. Ausgekleidet wird die Pore durch die 7 

Haarnadelstrukturen (ɓ-Sheets) der 7 Hla-Untereinheiten mit jeweils 37 aufeinander 

folgenden AS. Da die Endstruktur der Pore einer Pilzform gleicht, ist auch die 

Nomenklatur dementsprechend gewählt worden (Abb. 6).  

 

 
Abb. 6: Heptamere Hla-Pore in der Plasmamembran der Wirtszelle. Die Untereinheiten sind farblich 

voneinander abgegrenzt (Jayasinghe et al., 2006). Der äußere Teil wird als Kappe (cap) bezeichnet, daran 

schließt sich die Randzone (rim) an, und das transmembranale ɓ-Barrel wird als Stiel (stem) bezeichnet. 

Zusammen bilden die beiden letztgenannten Strukturen den Kern des Proteins (Menestrina et al., 2003). 
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Hla wirkt lytisch und zytotoxisch auf verschiedene Zelltypen, u.a. auf Erythrozyten. 

Durch die Porenbildung wird die Plasmamembran der Wirtszellen geschädigt, was zur 

Lyse der Zellen führen kann (Rogolsky, 1979). Die betroffenen Membranen werden 

vermutlich permeabel für monovalente und divalente Ionen, z.B. K
+
, Na

+
, Ca

2+
, 

wahrscheinlich auch für größere Moleküle wie ATP (Dragneva et al., 2001; Essmann et 

al., 2003; Eichstaedt et al., 2009; Kloft et al. 2009). Die Empfänglichkeit von 

Erythrozyten gegenüber Hla ist Art-spezifisch. Bei menschlichen Erythrozyten benötigt 

man für die gleiche Rate von Hämolyse 400-mal mehr Hla als bei Kaninchen-

Erythrozyten (Bhakdi & Tranum-Jensen, 1991). Einige Zellen, z.B. Fibroblasten, 

können den durch geringe Hla-Konzentrationen verursachten Schaden wieder reparieren 

(Walev et al., 1994), wobei der genaue Mechanismus noch ungeklärt ist. Es ist möglich, 

dass die Zellen Hla internalisieren oder die gebildeten Membranporen über Toxosomen 

in den Extrazellularraum transferieren (Husmann et al., 2009). 

 

 
Abb. 7: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Hla-Poren (Pfeile) auf der Membran einer Kaninchen-

Erythrozyte (Bhakdi & Tranum-Jensen, 1991). 

 

Neben der Hämolyse hat Hla noch dermonekrotische und neurotoxische Wirkungen auf 

Säugetierzellen (Rogolsky, 1979; Bhakdi & Tranum-Jensen, 1991). Das Exotoxin wird 

in in vitro-Kulturen in der späten exponentiellen Wachstumsphase gebildet (Coleman & 

Abbas-Al i, 1977) und durch agr (accessory gene regulator) kontrolliert (Bhakdi & 

Tranum-Jensen, 1991). Die Expression kann aber auch durch Umweltfaktoren 

beeinflusst werden, z.B. durch die Temperatur (Ohlsen et al., 1997). So wird Hla bei 

37 °C in der späten exponentiellen Phase gebildet, aber bei 42 °C bereits in der 

mittleren exponentiellen Phase, da hier die hohe Konzentration von RNAIII, dem 

Effektor-Molekül von agr, nicht notwendig ist. Außerdem kann eine hohe Medium-

Osmolarität die Hla-Transkription unterdrücken, wohingegen CO2 diese aktiviert. Die 

0,2 nm 
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Anwesenheit von Sauerstoff ist eine Voraussetzung für die Hla-Produktion (Ohlsen et 

al., 1997). 

Dass S. aureus während einer Infektion Hla in den Wirt sezerniert, beweisen Patienten, 

die Antikörper gegen Hla gebildet haben (Lowy, 1998; Holtfreter et al., 2009). 

Außerdem konnte bereits gezeigt werden, dass eine Immunisierung gegen Hla 

zumindest bei Tieren vor einer S. aureus-vermittelten Pneumonie schützt (Bubeck 

Wardenburg & Schneewind 2008). 

1.2.2.2 Hämolysin B 

Das Exotoxin Hªmolysin B (Hlb, Hªmolysin ɓ, ɓ-Toxin) ist ein ebenfalls von einigen S. 

aureus-Stämmen gebildeter Virulenzfaktor. Es wird durch das chromosomale Gen hlb 

codiert und besteht zunächst aus 330 AS mit einer Molekülmasse von 39 kDa. Es folgt 

eine proteolytische Prozessierung, bei der die ersten 34 AS abgespalten werden und die 

Molekülmasse auf 35 kDa sinkt (Projan et al., 1989; Dinges et al., 2000). Hlb wird in 

kultivierten Bakterien in größeren Mengen in der stationären Phase sezerniert (Sibbald 

et al., 2006). Das Exotoxin gehört zur Superfamilie der DNase I, das aktive Zentrum ist 

wie bei anderen Mitgliedern dieser Familie am Boden einer tiefen Furche lokalisiert. 

Über eine lange Doppelstruktur von ɓ-Faltblättern (ɓ-Duplex) erfolgt die Interaktion mit 

dem N-Acylrest von Sphingomyelin (Huseby et al., 2007). Hlb führt zur Hämolyse von 

Schaf-Erythrozyten, aber nicht von Kaninchen-Erythrozyten. Die unterschiedliche 

Wirkung auf die verschiedenen Erythrozyten wird vielleicht durch die unterschiedlichen 

Anteile von Sphingomyelin in der Lipid-Membran erklärt (Wiseman & Caird, 1967; 

Dinges et al., 2000). Auch Lymphozyten und Neutrophile sind empfänglich gegenüber 

Hlb, wobei die Reaktion deutlich schwächer ist als die der Schaf-Erythrozyten (Huseby 

et al., 2007).  

Hlb wurde von mehreren Autoren (Wiseman & Caird, 1967; Walev et al., 1996) als 

Sphingomyelinase charakterisiert. In Anwesenheit von Mg
2+

-Ionen katalysiert es die 

Spaltung von Sphingomyelin zu Ceramid (N-Acyl-Sphingosin) und Phosphorylcholin 

(Abb. 8). Sphingomyeline kommen zusammen mit Cholesterol im äußeren Blatt der 

Plasmamembran eukaryotischer Zellen, in den so genannten Ălipid raftsñ (Membran-

mikrodomänen), vor (Simons & Toomre, 2000). 
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Abb. 8: Spaltung von Sphingomyelin zu Phosphorylcholin und Ceramid (Gäbler, 2008). 

 

Hlb ist in einem Temperaturbereich von 37 °C bis 45 °C aktiv, wobei das Optimum bei 

41 °C liegt. Durch intensive Hydrolyse von Sphingomyelin können sich lokale 

Abflachungen der Plasmamembranen (Lipidmonolayer) bilden. Diese Schädigung der 

Zellmembran kann Permeabilitätsveränderungen verursachen, die denen durch Hla 

ausgelösten ähnlich sein können. Durch die Zerstörung der Sphingomyelin-Moleküle 

kann es auch zu einer Lyse der betroffen Zellen kommen (Walev et al., 1996). 

Das freigesetzte Ceramid und dessen Derivate (Abb. 9) können auch als zelluläre 

Signalmoleküle wirken (Walev et al., 1996) und so die Aktivität von Kinasen, 

Phosphatasen und Transkriptionsfaktoren beeinflussen (Conway et al., 2000; 

Pfeilschifter & Huwiler, 2000; Cutler & Mattson, 2001; Futerman & Hannun, 2004). So 

können sie auf komplexe und auch gegensätzliche Zellantworten, wie z.B. Inflammation 

und Apoptose, aber auch Wachstum und Proliferation Einfluss nehmen (Cutler & 

Mattson, 2001; Ruvolo, 2003).  

 
Abb. 9: Mögliche Metabolisierung von Ceramid (Gäbler, 2008). 

 

Die Rolle von Hlb im Wirtsorganismus bei Erkrankungen ist noch unverstanden. Hohe 

Hlb-Expressionsraten von S. aureus in manchen Tierarten legen nahe, dass die 

Produktion einen selektiven Vorteil für das Bakterium bietet. Eine Studie konnte zeigen, 
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dass Hlb-produzierende Staphylokokken ein besseres Wachstum zeigen als hlb 

knockout-Erreger (Dinges et al., 2000). 

1.3 Das humane Atemwegsepithel 

Die Haupteintrittspforten pathogener Bakterien sind zum einen die Haut und zum 

anderen die Organepithelien, wie im Gastrointestinaltrakt, im Urogenitaltrakt und den 

Atemwegen (Kunzelmann & McMorran, 2004; Aldridge et al., 2005). Die Epithelien 

der Lunge kommen ständig mit Fremdkörpern in Berührung. Täglich werden etwa 

10.000 l Luft inhaliert, die Schmutzpartikel, Mikroorganismen und andere Schadstoffe 

enthalten (Bals & Hiemstra, 2004). Dabei dienen die Atemwegsepithelzellen nicht nur 

als eine passive Barriere, sondern nehmen auch aktiv an der Beeinflussung des 

Immunsystems teil (Diamond et al., 2000). Um eine Infektion zu vermeiden, ist das 

gesamte respiratorische System mit einer Schleimschicht (Mukus) ausgekleidet. Dieses 

Sekret feuchtet die inhalierte Luft durch Wasserverdunstung an und schützt gleichzeitig 

das Epithel vor Austrocknung (Knowles & Boucher, 2002; Rubin, 2002; Boucher, 

2003). Die Staubpartikel und möglicherweise eingeatmete pathogene Bakterien werden 

im Schleim eingefangen und dieser durch die darunter liegenden Zilien in Richtung 

Rachenraum transportiert und dort verschluckt (= mukoziliäre Reinigung, Abb. 10) 

(Rubin, 2002; Gómez & Prince, 2007). Der direkte Kontakt zwischen Bakterium und 

Epithel ist durch diesen Abwehrmechanismus nur nach einer Störung des Systems 

möglich (Bals & Hiemstra, 2004), z.B. durch eine Erkrankung (Virusinfektion, 

Mukoviszidose) oder, nach unserer Arbeitshypothese, durch lösliche Virulenzfaktoren 

von S. aureus. 

Die Mukusschicht auf der apikalen Oberfläche der Atemwegsepithelzellen wird als 

airway surface liquid (ASL) bezeichnet und besteht aus zwei Phasen (Knowles & 

Boucher, 2002). In der unteren periciliary liquid layer (PCL) können die Zilien 

aufgrund geringer Viskosität der Flüssigkeit frei und schnell schlagen (8-15 Hz). Die 

Dicke der Schicht entspricht in etwa der Höhe der ausgestreckten Zilien (7 ɛm) (Nadel 

et al., 1979; Knowles & Boucher, 2002; Boucher, 2003). Die obere Mukus-Schicht 

besteht aus hochmolekularen glykosylierten Proteinen (= Muzine) und ist hochviskös 

(Boucher, 2003; Rubin, 2002). Neben den sezernierten Muzinen gibt es auch 

membranständige Muzine, die direkt an der apikalen Zelloberfläche liegen und die 

Glykokalyx bilden (Knowles & Boucher, 2002). Die Muzin-Makromoleküle besitzen 
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eine außerordentlich hohe Diversität in ihren Kohlenhydrat-Seitenketten, durch die die 

verschiedensten inhalierten Partikel gebunden werden können und somit die Säuberung 

der Lunge unterstützt wird (Knowles & Boucher, 2002). 

 

 
Abb. 10: Darstellung der mukoziliären Reinigung (www.unc.edu).  

 

Der Abtransport des Mukus dauert beim Menschen normalerweise etwa 6 h (Knowles 

& Boucher, 2002). Bakterien können sich aber unter optimalen Bedingungen etwa alle 

20 min verdoppeln. Die Zellen sezernieren daher bei bakteriellem Befall antimikrobielle 

Substanzen (Gómez & Prince, 2007) und verhindern so das Wachstum der inhalierten 

Mikroorganismen, bis sie schließlich durch die mukoziliäre Bewegung aus dem 

Atemwegsepithel abtransportiert werden (Ganz, 2002; Knowles & Boucher, 2002). Die 

Mukus-Schicht und die PCL werden einheitlich durch die Zilien in Richtung Rachen 

bewegt (Knowles & Boucher, 2002). Dabei verursacht die vertikale Bewegung der 

Zilien eine relativ starke Turbulenz innerhalb der Mukus-Schicht, um eine gute 

Durchmischung der im Mukus befindlichen antimikrobiellen Faktoren (= Defensine) zu 

gewährleisten und diese in innigen Kontakt mit den oberflächlich adsorbierten 

Bakterien zu bringen (Knowles & Boucher, 2002; Boucher, 2004). Die antimikrobielle 

Wirkung wird durch die Interaktion der Polypeptide mit Komponenten der bakteriellen 

Zellwand erreicht, so kann z.B. durch Porenbildung in der Membran von Bakterien 

deren Integrität gestört werden, aber auch die eukaryotischen Zellen können aufgrund 

dieser Fähigkeit geschädigt werden (Hiemstra, 2001; Bals & Hiemstra, 2004). 

Das Volumen der ASL wird durch aktiven und passiven transepithelialen Ionen-

Transport in den Atemwegsepithelzellen bestimmt (Boucher, 2003; Boucher, 2004).Wie 

die mukoziliäre Reinigung genau reguliert wird und mit Hilfe welcher Sensoren der 

Volumenbedarf durch Sekretion bzw. Reabsorption von Salz und Wasser bestimmt 

wird, ist noch nicht völlig aufgeklärt (Knowles & Boucher, 2002; Boucher, 2003). 
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Wirken Pathogene auf die Zellen des respiratorischen Gewebes ein, können als Folge 

Zytokine sezerniert werden (Chun & Prince, 2009). Bei der Erkennung von bakteriellen 

Produkten (z.B. LPS, LTA, PGN) oder sogenannten PAMPs (pathogen-associated 

molecular patterns) spielen die Pattern-recognition receptors (PRRs), wie die Toll-

Like-Rezeptoren (TLR), eine wichtige Rolle (Bals & Hiemstra, 2004; Muir et al., 2004; 

Takeda & Akira, 2004; Chun & Prince, 2009). Die Epithelzellen starten nach Liganden-

bindung an diese Rezeptoren eine Kaskade intrazellulärer Signale und induzieren so die 

Transkription (z.B. über NF-əB-Aktivierung) von pro-inflammatorischen Genen. Als 

Antwort werden Zytokine und Chemokine basolateral sezerniert, sowie antimikrobielle 

Peptide und Proteinkinase-Inhibitoren. Es folgt die Rekrutierung und Aktivierung von 

Phagozyten, wie den Neutrophilen und Makrophagen, natürlichen Killer-Zellen, 

basophilen und eosinophilen Granulozyten und anderen Zellen (Bals & Hiemstra, 2004; 

Gómez & Prince, 2007; Gómez & Prince, 2008; Chun & Prince, 2009). Zytokine stellen 

das Ende verschiedener Signaltransduktionswege dar und alarmieren die Immunzellen. 

Sie sind essentiell für die Abwehr einer Infektion, wobei auch Nebenwirkungen und 

Schaden für den Wirt auftreten können, z.B. Fehlfunktion der Organe und sogar Tod. 

Die Zytokine werden in sechs Familien eingeteilt (Tab. 2). Die Stimulation durch 

Gram-positive Bakterien bewirkt eine geringere Zytokinproduktion als durch Gram-

negative Bakterien (Fournier & Philpott, 2005). 

 

Tab. 2: Die sechs Zytokin-Familien und ihre Funktionen (Fournier & Philpott, 2005). 
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1.3.1 Intrazelluläre Calcium-Signale  

Als universelle intrazelluläre Signalmoleküle sind Ca
2+

-Ionen an den verschiedensten 

zellulären Prozessen wie Sekretion, Kontraktion, Proliferation, Zellmotilität oder auch 

Apoptose beteiligt (Clapham, 1995). Die Ionen spielen eine zentrale Rolle in der 

Regulation der Immunabwehr und der Barrierefunktion des Atemwegsepithels, so steigt 

z.B. die intrazelluläre Ca
2+

-Konzentration [Ca
2+

] i bei Kontakt der Zellen mit S. aureus. 

Durch gap junctions ist die Wanderung der Ca
2+

-Ionen von Zelle zu Zelle des 

Atemwegsepithels möglich. Als Reaktion darauf werden pro-inflammatorische 

Zytokine (z.B. IL-6) und Chemokine (IL-8) sezerniert, um z.B. Leukozyten anzulocken 

(Chun & Prince, 2009). In ruhenden Zellen liegt die [Ca
2+

] i bei 10-100 nmol/l (Bootman 

& Berridge, 1995) und die extrazelluläre Ca
2+

-Konzentration [Ca
2+

]a bei 1,3 mmol/l. Es 

besteht also ein großer Gradient zwischen Extra- und Intrazellularraum. Ca
2+

-Ionen 

werden intrazellulär hauptsächlich in Membran-Kompartimenten gespeichert, die sich 

vom endoplasmatischen bzw. sarkoplasmatischen Retikulum (ER bzw. SR) ableiten. In 

geringerer Menge werden sie auch in den Mitochondrien, in Lysosomen und im Golgi-

Apparat bevorratet. Im Lumen des ER beträgt die freie Ca
2+

-Konzentration ungefähr 

100-150 ɛmol/l, allerdings liegt die größte Menge hier an Calreticulin gebunden vor. 

Calreticulin bindet Ca
2+

-Ionen mit hoher Kapazität, aber geringer Affinität und bildet so 

einen Ca
2+

-Puffer im ER (Parekh & Putney, 2005). 

Die Erhöhung der [Ca
2+

] i nach Stimulation der Zellen kann entweder über den Einstrom 

von extrazellulären Ca
2+

-Ionen über membranständige Kanäle oder durch die Ca
2+

-

Freisetzung aus intrazellulären Speichern erfolgen (Berridge et al., 1998). Bindet ein 

Ligand an Plasmamembran-gebundene Rezeptoren, wie z.B. G-Protein-gekoppelte oder 

Tyrosinkinase-Rezeptoren, kann die [Ca
2+

] i über Aktivierung einer Phospholipase C 

erhöht werden (Abb. 11). Als Folge werden z.B. PKC (siehe 1.3.3) oder MAP-Kinasen 

(siehe 1.3.7) aktiviert (Berridge, 1994). 
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Abb. 11: Ca

2+
-Freisetzung aus dem ER nach Aktivierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) 

bzw. Tyrosinkinase-Rezeptoren (EGF-R) (www.cellsignal.com). Die aktivierte Phospholipase spaltet 

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und Diacylglycerol 

(DAG). IP3 ist wasserlöslich und diffundiert durch das Zytosol. In der Membran des ER befindet sich u.a. 

der Inositol-1,4,5-Triphosphat-Rezeptor (IP3R). Als Resultat strömen Ca
2+

-Ionen passiv ihrem elektro-

chemischen Gradienten folgend aus dem ER ins Zytosol und steigern dort die [Ca
2+

] i. Es kann somit sehr 

schnell ein großer Signaleffekt erreicht werden (Berridge, 1994). 

 

Erfolgt nur eine kurzzeitige Stimulation, ist der Anstieg der [Ca
2+

] i ebenfalls nur 

vorübergehend. Bei andauernder Aktivierung der Zellen bleibt in vielen Zelltypen auch 

die [Ca
2+

] i dauerhaft erhöht, denn Ca
2+

-Ionen aus dem Extrazellularraum strömen in 

Abhängigkeit vom Entleerungsgrad des Ca
2+

-Speichers ins Zytosol der Zellen. Dieser 

Vorgang wird als kapazitativer Ca
2+

-Einstrom bezeichnet und ist in Abb. 12 dargestellt 

(Parekh & Putney, 2005; Putney, 2007). 

 

 
Abb. 12: Möglicher Mechanismus des kapazitativen Ca

2+
-Einstroms (Putney, 2007). In der Membran des 

ER befindet sich das Protein Stim1 (stromal interaction molecule 1). Es weist als Bindungsmotiv für 

Ca
2+

-Ionen eine EF-Hand auf und kann diese reversibel binden. Außerdem fungiert es als Ca
2+

-Sensor im 

Lumen des ER. Durch die Aktivierung des IP3-Rezeptors (IP3R) und die folgende partielle Entleerung des 

intrazellulären Ca
2+

-Speichers liegt Stim1 ohne gebundene Ca
2+

-Ionen vor. Daraufhin oligomerisiert 

dieses Protein und transloziert in die Zellperipherie zu Orai1, ein Teil eines CRAC(Ca
2+

 release-activated 

Ca
2+

)-Kanals in der Plasmamembran, und aktiviert den Ca
2+

-Influx. Der Mechanismus der Aktivierung 

von Orai1 durch Stim1 ist noch nicht aufgeklärt (Yu et al., 2013). Als Negativregulator dient dabei 

SARAF. Dieses Protein sitzt ebenfalls in der Membran des ER und interagiert mit STIM1, um den Ca
2+

-

Einstrom zu stoppen und die Zelle vor einer Überfüllung zu schützen (Palty et al., 2012).  

http://www.cellsignal.com/
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In vielen Zelltypen ist die [Ca
2+

] i solange erhöht, wie der Plasmamembranrezeptor 

seinen Liganden gebunden hat. Danach müssen die Ca
2+

-Ionen aus dem Zytosol wieder 

in den Extrazellularraum oder in die intrazellulären Speicher transportiert werden. Dies 

geschieht entgegen eines chemischen Konzentrationsgradienten über Ca
2+

-ATPasen. 

Durch PMCA (Plasmamembran Ca
2+

-ATPasen) werden Ca
2+

-Ionen aus dem Zytosol 

der Zellen in den Extrazellularraum transferiert (Green et al., 1997). Die in der 

Membran des ER bzw. SR befindlichen SERCA (sarko(endo)plasmatische Retikulum 

Ca
2+

-ATPasen) transportieren Ca
2+

-Ionen aus dem Zytosol in das ER bzw. SR. Durch 

diese Mechanismen wird [Ca
2+

] i wieder auf das normale Niveau gebracht (Thastrup et 

al., 1990; Rogers et al., 1995). Auch Mitochondrien können zytosolische Ca
2+

-Ionen 

aufnehmen und dann wieder dem ER zuführen. Findet allerdings eine Überladung der 

Mitochondrien statt, kann die Apoptose der Zellen ausgelöst werden (Berridge et al., 

1998). 

1.3.2 Calmodulin 

Calmodulin (CaM) ist ein multifunktionelles Rezeptorprotein, welches in allen 

eukaryotischen Zellen zu finden ist und auf den Zellmetabolismus und die -physiologie 

Einfluss hat. Es kann Ca
2+

-Ionen binden und anschließend Zielproteine in diversen 

Signalwegen aktivieren, aber auch das Ca
2+

-freie Calmodulin, auch Apocalmodulin 

(ApoCaM) genannt, ist für verschiedene Signaltransduktionswege wichtig (Jurado et al., 

1999). Beim Menschen wird CaM durch drei Gene (calm1, calm2, calm3) mit 

verschiedenen Nukleotidsequenzen auf verschiedenen Chromosomen codiert. Es 

handelt sich dabei um ein saures Protein mit 148 AS und einer Größe von 16,7 kDa 

(Jurado et al., 1999; Ashby & Tepikin, 2002). Das Protein ist bei den Vertebraten 

hochkonserviert, sehr stabil und auch hitzeresistent. CaM ist in der Zelle häufig in der 

Nähe der Zytoplasmamembran oder der Membran verschiedener Organellen, z.B. ER, 

Mitochondrien oder Nukleus, lokalisiert (Jurado et al., 1999).  

Die Bindung von Ca
2+

-Ionen an CaM (Ca
2+

/CaM) wird durch ein spezielles AS-Motiv 

ermöglicht, der EF-Hand, wobei CaM vier dieser Bindestellen besitzt. Die Bindung 

bewirkt eine Konformationsänderung, so dass die hydrophoben Gruppen nach außen 

zeigen. Dies ermöglicht die Interaktion mit Ca
2+

/CaM-Zielproteinen (Ashby & Tepikin, 

2002), wobei die meisten dieser Proteine mindestens drei besetzte Bindestellen für die 

Aktivierung benötigen (Jurado et al., 1999). So können z.B. verschiedene PMCA 



1 Einleitung 

 

 28 

aktiviert werden. Neben der Beteiligung an der Kontraktion glatter Muskulatur ist eine 

Beeinflussung des nukleären Transports, der Genexpression und der mitotischen 

Progression ebenfalls möglich. Außerdem aktiviert Ca
2+

/CaM verschiedene 

Calmodulin-abhängige Kinasen (CaMK) (Ashby & Tepikin, 2002). Auch die 

Interaktion zwischen Zellen, Sekretionsvorgänge in Drüsen und Neuronen, Zell-

proliferation, Blutgerinnung und die Aktivierung von T-Zellen des Immunsystems wird 

durch Ca
2+

/CaM beeinflusst (Jurado et al., 1999). Weiter ist die Beteiligung an der 

Zilienbewegung der Zellen des Atemwegsepithels eine wichtige Aufgabe. Über die 

Aktivierung der Adenylylcyclase erfolgt die vermehrte Produktion von cAMP und 

daraus resultiert die Aktivierung der PKA (siehe 1.3.8) (Lemberskiy-Kuzin et al., 2008). 

Beispiele gut untersuchter Zielproteine zeigt Tab. 3. 

 

Tab. 3: Übersicht einiger Zielproteine des Ca
2+

-gebundenen
 
Calmodulins (Jurado et al., 1999). 

 

 
 

ApoCaM aktiviert z.B. die Adenylylcyclase, die zyklisches Adenosinmonophosphat 

(cAMP) durch Abspaltung von Pyrophosphat aus ATP produziert. Auch der IP3-

Rezeptor (siehe 1.3.1) kann von ApoCaM gesteuert werden (Jurado et al., 1999). In 

Tab. 4 sind einige gut untersuchte Zielproteine aufgeführt. 
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Tab. 4: Zielproteine des Apocalmodulins (Jurado et al., 1999). 
 

 
 

Um den Einfluss der durch Ca
2+

/CaM vermittelten Signaltransduktion für die 

Aufgabenstellung dieser Arbeit zu untersuchen, wurde der Antagonist Calmidazolium 

verwendet (Förstermann et al., 1990). Der selektive Inhibitor bindet reversibel an das 

Ca
2+

-freie CaM und verhindert so die Ca
2+

-Bindung und die nachgeschaltete Signal-

weiterleitung (Jurado et al., 1999). 

 

 
Abb. 13: CaM-Aktivierung und ausgewählte Zielmechanismen (Jurado et al., 1999; Ashby & Tepikin, 

2002).  
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1.3.2.1 Ca
2+/

Calmodulin-abhängige Kinase II 

Die Ca
2+

/Calmodulin-abhängige Kinase II (Ca
2+

/CaMKII) ist eine Serin/Threonin-

Proteinkinase, die sensitiv für Ca
2+

/CaM ist (Cai et al., 2006). Für die Aktivierung muss 

das im Zytoplasma vorliegende CaM freie intrazelluläre Ca
2+

-Ionen binden (Jurado et 

al., 1999). Steigt die intrazelluläre Ca
2+

-Konzentration an, kann CaM vermehrt Ca
2+

-

Ionen aufnehmen und die Ca
2+

/CaMKII aktivieren. Dabei kommt es zur Veränderung 

der Struktur der Kinase, und es kann z.B. eine Autophosphorylierung an Threonin 286 

stattfinden (Cai et al., 2006), aber auch andere Phosphorylierungsstellen sind bekannt 

(Gangopadhyay et al., 2008). Selbst wenn Ca
2+

/CaM bereits wieder dissoziiert, ist die 

aktivierte Kinase noch lange wirksam und aktiviert Tyrosin- und andere Serin/ 

Threonin-Kinasen (Cai et al., 2006). Die Ca
2+

/CaMKII kann durch die Ca
2+

-abhängige 

Protease Calpain (siehe 1.3.4) gespalten werden und wird dadurch (auch ohne 

Ca
2+

/CaM) aktiv (Goll et al., 2003). 

Zu den Aufgaben der Kinase zählen u.a. die Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts, 

Regulation von Ionenkanälen, Sekretionsprozessen, der Gentranskription und der 

Apoptose, Kontrolle des Zellzyklus und des Metabolismus (Herrmann et al., 2005; 

Gangopadhyay et al., 2008). Auch die Beteiligung an der NF-əB-Aktivierung ist 

nachgewiesen (Chun & Prince, 2009). Außerdem können durch Phosphorylierung 

verschiedene MAP-Kinasen (siehe 1.3.7), wie die ERK-Typ MAP-Kinasen, direkt 

aktiviert werden (Cai et al., 2006) oder über eine Signalkaskade über mehrere 

Zwischenstufen (Montiel et al., 2007).  

Die Ca
2+

/CaMKII kann wie PKB/Akt (siehe 1.3.6) auch die endothelial nitric oxide 

synthase (eNOS) hochregulieren. Mittels cross talk kann PKB/Akt die Ca
2+

/CaMKII 

inhibieren (Cai et al., 2006). Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Beteiligung an der 

Immunabwehr. Die Ca
2+

/CaMKII reguliert und präsentiert die Reifung von Antigenen 

in dendritischen Zellen und in Makrophagen die Phagosomenreifung. Eine Inhibition 

der Kinase verhindert die Antigen-induzierte Zytokinsekretion (Hermann et al., 2005). 

Um die Auswirkung der Ca
2+

/CaMKII-Signalweiterleitung während einer S. aureus-

Infektion zu bestimmen, wurde der Inhibitor KN-93 verwendet. Dieser besetzt die 

Bindestelle von Ca
2+

/CaM an der Kinase und verhindert somit deren Aktivierung. 

Außerdem werden die Phosphorylierungsaktivität und die Autophosphorylierung der 

Untereinheiten der Kinase verhindert (Sumi et al., 1991). 
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Abb. 14: Aktivierung der Ca

2+
/CaMKII und ausgewählte Zielmechanismen (Sumi et al., 1991; Goll et al., 

2003; Herrmann et al., 2005; Cai et al., 2006; Gangopadhyay et al., 2008; Chun & Prince, 2009; Lee et 

al., 2009).  

1.3.3 Proteinkinase C 

Die Familie der Proteinkinasen C (PKC) besteht aus elf Mitgliedern, die in drei 

Gruppen eingeteilt werden, die conventional, novel und atypical PKC. Die 

Aufgabenverteilung und Regulation sind noch nicht vollständig aufgeklärt (Lee et al., 

2004). Die conventional PKC (cPKC), benötigt DAG, Phosphatidylserin (PS) und Ca
2+

-

Ionen für die Aktivität, die novel PKC (nPKC) nur DAG und PS und die atypical PKC 

(aPKC) nur PS (Koyama et al., 2003) (Abb. 15). Diese Proteinkinasen besitzen eine 

regulatorische Domäne, die mit PS und ggf. mit Ca
2+

-Ionen und DAG interagiert, und 

eine katalytische Domäne mit ATP- und Substrat-Bindestellen (Toullec et al., 1991). 

Die Serin/Threoninkinase ist frei im Zytosol lokalisiert und durch die Autoinhibition der 

katalytischen Domäne inaktiv. Durch Bindung mit DAG wird dieser Bereich frei und 

die PKC aktiviert (Alvi et al., 2007). 
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Abb. 15: Aktivierung der verschiedenen PKC-Subtypen (www.nature.com). 

 

Eine wichtige Aufgabe ist die Regulation der Endozytose, aber auch Transkriptions-

faktoren wie NF-əB (siehe 1.3.9) und MAP-Kinasen (siehe 1.3.7), z.B. ERK, sind Ziele 

der PKC (Sugiyama et al., 1998; Clark et al., 2004; Alvi et al., 2007; Profita et al., 

2008). Ionenkanäle und Transmembranrezeptoren können nicht nur mittels Endozytose 

aus der Membran entfernt werden, sondern auch die direkte Herabregulation ist möglich 

(Alv i et al., 2007). Die PKC kann auch Integrine aktivieren und somit die Zelladhäsion 

begünstigen (Larsson, 2006; Banno & Ginsberg, 2008). Die Beteiligung der aPKC an 

der Regulation von tight junctions wird ebenfalls diskutiert (Tunggal et al., 2005), sowie 

die Herabregulation der PKB/Akt (siehe 1.3.6) (Ruvolo, 2003). Außerdem verlangsamt 

PKC den Zilienschlag der Atemwegsepithelzellen, wodurch das Sauberhalten der 

Atemwege (siehe 1.3) erschwert wird (Wyatt et al., 1998). Auch die Regulation des 

kapazitativen Ca
2+

-Einstroms (siehe 1.3.1) ist eine Funktion der PKC, wobei die 

aktivierende oder inhibierende Wirkung vom Zelltyp abhängig ist (Parekh & Putney, 

2005). 

Um den Einfluss der Aktivität von PKC nach Kontakt der Zellen mit Virulenzfaktoren 

von S. aureus zu untersuchen, wurde die Kinase durch Bisindolylmaleimid inhibiert 

(Toullec et al., 1991). Dabei wird die ATP-Bindestelle der Kinase kompetitiv blockiert 

und die Phosphorylierung des Substrats bleibt aus (Brehmer et al., 2004). 
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1.3.4 Calpaine 

Calpaine sind lebenswichtige Ca
2+

-abhängige Cystein-Proteasen, die nicht nur in 

Vertebraten vorkommen. Die Familie der Calpaine besteht aus 13 Mitgliedern, wobei µ-

Calpain (micromolar Ca
2+

-requiring protease) und m-Calpain (millimolar Ca
2+

-

requiring protease) typische Vertreter sind (Goll et al., 2003; Glading et al., 2004). Ein 

weiteres Mitglied ist Calpastatin, dass die proteolytische Aktivität von µ- und m-

Calpain inhibiert, wobei die Ca
2+

-Bindung durch Calpain Voraussetzung ist (Goll et al., 

2003). Die heterodimeren Proteasen werden durch 16 Gene codiert, wobei 14 für die 80 

kDa-große Untereinheit (Abb. 16) mit katalytischer Domäne codieren und die anderen 

zwei für regulatorische Proteine (28 kDa).  

 

 
Abb. 16: Die 4 Domänen der großen Untereinheit von Calpain (Chun & Prince, 2009). Die Ca

2+
-Bindung 

und die katalytische Aktivität sind Aufgabe der Domäne II. Die regulatorisch wirkende Domäne III 

beinhaltet Phosphorylierungsstellen und einen Bereich, der die Bindung an Phospholipide erlaubt. 

Domäne IV weist fünf EF-Motive für die Ca
2+

-Bindung auf, wobei wahrscheinlich nicht alle Motive 

binden. Diese Domäne ist entscheidend für die Konformation des Proteins und ermöglicht auch die 

Anbindung des Calpastatins (Goll et al., 2003; Chun & Prince, 2009). 

 

Für m-Calpain wurde gezeigt, dass zwar eine erhöhte intrazelluläre Ca
2+

-Konzentration 

für eine Aktivierung reicht, jedoch müssen die Konzentration unphysiologisch hoch 

sein. Deshalb wurde ein weiterer Aktivator vermutet (Glading et al., 2004). Glading et 

al. (2004) konnten zeigen, dass die ERK-Typ MAP-Kinasen (siehe 1.3.7.1) humanes 

Calpain an Serin 50 phosphoryliert und so die Aktivierung sogar ohne Ca
2+

-Ionen 

möglich ist. 

Inaktive Calpaine sind im Zytoplasma der Zelle verteilt, nach Aktivierung wandern sie 

zu ihren Zielen, wie z.B. Zytoskelett, Plasmamembran, Organelle und Vesikeln. Die 

Aufgaben sind vielseitig, haben aber eher regulatorische als abbauende Funktion. 

Calpaine sind an der Remodellierung des Zytoskeletts während der Zellteilung und 

Zellbewegung beteiligt, sowie an der proteolytischen Modifikation von Molekülen 

verschiedener Signalwege, der Degradation von Enzymen während des Zellzyklus, der 

Regulation von Genexpression und dem Abbau von Substraten bei der Apoptose. Die 

Ca
2+

/CaMKII (siehe 1.3.2.1) wird durch Calpain degradiert und kann dadurch auch 
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ohne Ca
2+/

CaM (siehe 1.3.2) aktiv sein. Auch Talin und Vinculin, zwei Proteine, die an 

der fokalen Adhäsion beteiligt sind, können degradiert und so das Auflösen der 

Adhäsion erreicht werden. Bei der Apoptose kann Calpain sowohl als negativer 

Regulator durch Inaktivierung von Caspasen wirken, als auch positiv durch die 

Degradation von Proteinen des Zytoskeletts (Goll et al., 2003). Auch die PKC (siehe 

1.3.3) ist mögliches Ziel von Calpain (Alvi et al., 2007). 

Aber Calpaine sind auch an der Immunabwehr beteiligt. Nach bakterieller Stimulation 

von Epithelzellen wandert Calpain in die Nähe seiner Zielproteine von Zell-Zell-

Verbindungen, wie z.B. Occludin (in tight junctions) und E-Cadherin (in adherens 

junctions). Die Kontakte werden gelockert und Zellen des Immunsystems können so aus 

dem Interstitium zwischen den Zellen hindurch ins Atemwegslumen wandern (Chun & 

Prince, 2009). 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Blockierung der Calpaine der zellpermeable 

Inhibitor ALLM benutzt, allerdings ist so auch die Hemmung anderer Cystein-Proteasen 

möglich (Sasaki et al., 1990). 

 

 
Abb. 17: Aktivierung von Calpain und ausgewählte Zielmechanismen (Sasaki et al., 1990; Goll et al., 

2003; Glading et al., 2004; Alvi et al., 2007; Chun & Prince, 2009). 

1.3.5 c-Src 

Die zytoplasmatische Tyrosinkinase c-Src (cellular sarcoma) wird durch ein 

Protoonkogen codiert, besteht aus 535 AS und ist ca. 60 kDa schwer. Die Kinase gehört 

zu den src family kinases (SFK), zu welchen insgesamt neun Kinasen gehören, die 

wiederum in die drei Subfamilien SrcA (c-Src, Yes, Fyn, Fgr), SrcB (Lck, Hck, Blk, 
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Lyn) und Frk eingeteilt werden (Boggon & Eck, 2004). Die SFK sind aus vier 

verschiedenen SH (src homology)-Domänen aufgebaut (Abb. 18).  

 

 
Abb. 18: Allgemeine Struktur der SFK: A) aktive Form: Die SH1-Domäne besitzt die Kinaseaktivität und 

ist unterteilt in einen kleineren N-terminalen Abschnitt mit katalytischer Funktion und einen 

regulatorischen C-terminalen Bereich. Zwischen diesen beiden Abschnitten liegt eine flexible 

Aktivierungsschleife (activation loop) mit einem regulatorischen Tyrosin (Tyr416 im humanen c-Src). 

Ein weiteres regulatorisches Tyrosin befindet sich im C-terminalen Endbereich des Proteins (Tyr527 im 

humanen c-Src). B) inaktive Form: Die Substratbindestelle der SH3-Domäne ist durch die Bindung an 

den Prolin-haltigen Abschnitt des SH2-Linkers besetzt. Die SH2-Domäne ist wiederum durch die 

Bindung an das phosphorylierte Tyrosin im C-terminalen Abschnitt belegt. Durch diese Konformation 

befinden sich die SH2- und SH3-Domäne sowie der SH2-Linker in der Nähe der beiden Abschnitte der 

SH1-Domäne. Somit ist die Aktivierungsschleife verlagert und die enzymatische Aktivität inhibiert. Um 

die Aktivität wieder herzustellen, kann das C-terminale regulatorische Tyrosin entweder dephosphoryliert 

oder durch einen Phosphotyrosinrest mit höherer Affinität kompetitiv von der SH2-Domäne verdrängt 

werden. Es ist aber auch möglich, den schwach affinen SH2-Linker durch ein Protein mit 

Polyprolinsequenzen höherer Affinität von der SH3-Domäne zu verdrängen. Dann wäre die 

Dephosphorylierung des C-terminalen Tyrosins nicht nötig (Newman, 2009). 

 

Zu den Substraten von c-Src gehören Transkriptionsfaktoren und auch wichtige 

Signalmoleküle wie RhoGAP, JNK (c-Jun N-terminale Kinase) und STAT3 (signal 

transducer and activator of transcription). Somit ist c-Src in die intrazelluläre 

Signaltransduktion involviert, so wie an der Proliferation, Differenzierung, Migration 

und Apoptose von Zellen beteiligt (Thomas & Brugge, 1997; Lee et al., 2004). Die 

Regulation von tight junctions (Basuroy et al., 2003), des Zellvolumens durch u.a. Ca
2+

-

Kanäle (Barfod et al., 2005), der Sezernierung von Zytokinen oder Wachstumsfaktoren 

gehört zu den Aufgaben von c-Src (Thomas & Brugge, 1997; Boggon & Eck, 2004). 

Auch die regulatorische Untereinheit p85 der PI3-Kinase (siehe 1.3.6) gehört zu den 

Substraten der Kinase (Bentley et al., 2007). 

Die Beteiligung von c-Src ist zudem notwendig für den Auf- und Abbau von Zell-

Matrix-Adhäsionen, die über Phosphorylierungen der fokalen Adhäsionskinase (FAK) 

gesteuert werden (Brown et al., 2005; Brunton et al., 2005). FAK reguliert die Zellform 
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und fungiert ebenfalls als Biosensor. So werden verschiedene zelluläre Prozesse wie die 

Beweglichkeit von Zellen und auch deren Adhäsion an die Matrix organisiert (Abb. 19) 

(Mitra et al., 2005). Die Phosphorylierung von FAK an Tyrosin 925 ermöglicht die 

Bindung von Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2) (Schlaepfer et al., 1994) 

und damit nachfolgend die Aktivierung von Ras und ERK2 (siehe 1.3.7.1) Zudem 

bewirkt die Bindung von Grb2, dass FAK seine Bindung verliert und somit aus 

Fokaladhäsionen freigesetzt wird (Mitra et al., 2005). 

 

 
Abb. 19: Aufbau einer fokalen Adhäsion (Mitra et al., 2005). 

 

Um den Einfluss der Tyrosinkinase im Infektionsgeschehen durch S. aureus zu 

beurteilen, wurde c-Src mit PP2 blockiert. Es bindet an eine hydrophobe Tasche nahe 

dem ATP-bindenden Bereich der Kinase und verhindert so die Aktivierung der 

Substrate (Zhu et al., 1999). 

1.3.6 Proteinkinase B 

Die Proteinkinase B (PKB, auch Akt genannt) ist eine Serin/Threonin-Kinase und 

reguliert hauptsächlich die Proliferation und das Überleben der Zelle. PKB/Akt ist daher 

in verschiedene Signalwege involviert, z.B. Nährstoff-Metabolismus, Zellwachstum und 

Apoptose (Kandel & Hay, 1999; Brazil & Hemmings, 2001). Bei den Säugetieren 

wurden drei Haupt-Isoformen von PKB/Akt identifiziert: PKBŬ/Akt1, PKBɓ/Akt2 und 

PKBɔ/Akt3, wobei in den meisten Geweben PKBŬ/Akt1 zu finden ist (Kandel & Hay, 
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1999, Scheid & Woodgett, 2003). Sie werden durch drei separate Gene codiert, welche 

auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert sind (Staal et al., 1988; Cheng et al., 1992; 

Song et al., 2005). Die beiden Isoformen PKBŬ/Akt1 und PKBɓ/Akt2 enthalten zwei 

regulatorische Phosphorylierungsstellen, Threonin 308 (Thr308) und Serin 473 

(Ser473). Thr308 befindet sich innerhalb der Aktivierungs-Schleife, während Ser473 im 

C-terminalen Ende lokalisiert ist (Kandel & Hay, 1999; Song et al., 2005). Die 

Phosphorylierung von Ser473 allein kann PKB/Akt nicht beeinflussen, die Phosphory-

lierung von Thr308 jedoch führt zumindest zu einer teilweisen Aktivierung. Für die 

volle Mobilisierung von PKB/Akt wird die Phosphorylierung beider Aminosäurereste 

benötigt (Scheid & Woodgett, 2003; Song et al., 2005). 

Die Aktivierung von PKB/Akt ist abhängig von der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-

Kinase) und erfolgt in mehreren Schritten (Hanada et al., 2004) (Abb. 20). Zytokine und 

Hormone können dabei als Stimulatoren dienen (Sasaki et al., 2003), genau wie 

bakterielle Produkte von S. aureus. Diese binden z.B. an den Toll like-Rezeptor 2 

(TLR2), welcher durch c-Src (siehe 1.3.5) phosphoryliert werden kann und aktiviert so 

die PI3-Kinase (Chun & Prince, 2009). Aber auch andere Oberflächen-Rezeptoren, wie 

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (siehe 1.3.1) können PKB/Akt über die PI3-Kinase 

aktivieren (Kandel & Hay, 1999).  

 

Abb. 20: Aktivierung von PKB/Akt (Nicholson & Anderson, 2002). Die PI3-Kinase phosphoryliert 

zunächst die Phosphoinositide (PI) der Zellmembran an der dritten Position des Inositol-Rings. Dabei 

entstehen Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PI(4,5)P2) und Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat 

(PI(3,4,5)P3) (Klippel et al., 1997; Stephens et al., 1998; Kandel & Hay, 1999). Beide Produkte binden 

mit hoher Affinität an PKB/Akt (James et al., 1996; Franke et al., 1997; Klippel et al., 1997) und führen 

so die Proteinkinase an die Membran (Song et al., 2005). Die Aktivierung von PKB/Akt erfolgt durch 

eine phosphoinositide-dependent kinase 1 (PDK1), die wiederum durch PI(3,4,5)P3 aktiviert wird und 

PKB an Thr308 phosphoryliert. Für die volle Aktivität wird PKB/Akt durch eine zweite Kinase, PDK2, 

an Ser473 phosphoryliert (Alessi et al., 1997; Hanada et al., 2004). Aber auch ILK-1 (integrin-linked 

kinase) ist fähig, Ser473 in vitro zu phosphorylieren (Delcommenne et al., 1998). Außerdem kann auch 

PDK1 mit PRK2 (protein kinase C-related kinase-2) zu einem Enzym konvergieren und Serin 

phosphorylieren (Balendran et al., 1999). 
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Die Aktivierung der PKB/Akt kann auch unabhängig von der PI3-Kinase erfolgen 

(Filippa et al., 1999). Durch cAMP-erhöhende Agenzien kann die cAMP-dependent 

protein kinase (PKA, siehe 1.3.8) aktiviert werden, die dann wiederum die PKB/Akt 

anregt (Sable et al., 1997; Filippa et al., 1999). Der genaue Mechanismus ist noch nicht 

aufgeklärt (Kandel & Hay, 1999). 

Nach der Aktivierung löst sich die Kinase von der Plasmamembran und transloziert ins 

Zytosol und in den Zellkern, wo sie ihre Substrate findet (Kandel & Hay, 1999). Der 

Aktivierung von PI3-Kinase wirken Lipid-Phosphatasen entgegen, die den 

Phosphorylierungsgrad der Inositide reduzieren. PTEN (phosphatase and tensin 

homologue deleted on chromosome ten) besitzt eine 3'-Phosphoinositid-Phosphatase-

Aktivität und dephosphoryliert PI(3,4,5)P3 zu PI(4,5)P2, was in der Inaktivierung von 

PKB/Akt resultiert. SHIP (SH2 domain containing inositol phosphatase) wandelt 

PI(3,4,5)P3 in PI(3,4)P2 um (Kandel & Hay, 1999). 

Hauptaufgabe von PKB/Akt ist das Überleben der Zelle und die Blockierung der 

Apoptose. So kann die Kinase z.B. BAD phosphorylieren und den durch BAD 

induzierten Zelltod abwenden (Datta et al., 1997; del Peso et al., 1997). Auch die 

intrazelluläre Protease Caspase 9, die als Initiator und Effektor der Apoptose fungiert, 

wird von PKB/Akt phosphoryliert und somit gehemmt (Cardone et al., 1998). Über 

PKB/Akt wird die Transkription mehrerer Gene direkt oder indirekt reguliert, z.B. von 

NF-əB (siehe 1.3.9) (Kandel & Hay, 1999) und somit die Expression von IL-8 (Bentley 

et al., 2007). Auch die Aktivierung der PKC (siehe 1.3.3) kann durch diese Kinase 

erfolgen (Alessi et al., 1997). In Abb. 21 sind die wichtigsten PKB/Akt-Signalwege 

zusammengefasst. 

Um die Bedeutung von PKB/Akt im Signaltransduktionsgeschehen herauszufinden, 

wurde mit dem Akt-Inhibitor IV die Aktivierung der Proteinkinase blockiert. Das 

zellpermeable Benzimidazol setzt sich an die ATP-Bindestelle einer bislang 

unbekannten upstream-Kinase und verhindert die Phosphorylierung von PKB/Akt. Die 

Aktivität der PI3-Kinase wird dadurch nicht beeinflusst (Sun et al., 2011). Diese wurde 

in einem weiteren Versuchsansatz durch Wortmannin inhibiert, um so die Phosphory-

lierung von PKB/Akt zu verhindern, da nun kein PI(3,4,5)P3 entsteht und somit 

PKB/Akt nicht an die Membran geholt wird und auch PDK1 inaktiv bleibt (Hanada et 

al., 2004). 
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Abb. 21: PKB/Akt-Signalwege (www.cellsignal.com).  

1.3.7 MAP-Kinasen 

Die Familie der mitogen-activated protein-Kinasen (MAP-Kinasen oder MAPK) 

kommt in allen eukaryotischen Organismen vor (Widmann et al., 1999). Sie sind 

essentiell für die Weitergabe extrazellulärer Signale an die Zelle und die Induktion 

intrazellulärer Antworten (Johnson & Lapadat, 2002). Ihre Funktion ist vielseitig, genau 

wie die vorgeschalteten Signalprozesse. Die MAP-Kinasen sind Prolin-gerichtete 

Serin/Threonin-Kinasen, d.h. sie phosphorylieren ihre Substrate innerhalb eines 

Serin/Threonin-Motivs (Bardwell, 2006). Aufgrund der verschiedenen AS innerhalb 

dieses Motivs ergibt sich die Einteilung in drei Untergruppen: ERK (Extracellular 

signal-regulated kinase), JNK (c-Jun N-terminale Kinase) und p38. Eine neuere 

Einteilung der MAP-Kinasen aufgrund von Sequenzähnlichkeiten ergibt sechs Gruppen: 

ERK1/2, c-Jun N-terminale Kinasen (JNK1, JNK2, JNK3), p38 (p38Ŭ, p38ɓ, p38ɔ, 

http://www.cellsignal.com/
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p38ŭ), ERK5 (ERK5), ERK3 (ERK3, p97, ERK4) und ERK7 (ERK7 und ERK8) 

(Turjanski et al., 2007). 

Alle MAP-Kinasen werden durch ein evolutiv hoch konserviertes System aus Kinasen 

aktiviert (Pearson et al., 2001). Die MAP-Kinasen werden durch die MAPK-Kinasen 

(MAP2K, MEK, MKK) phosphoryliert und aktiviert, die wiederum durch die MAPKK-

Kinasen (MAP3K, MEKK, Raf) phosphoryliert und somit angeschaltet werden (Abb. 

22). Letztere werden durch upstream Signale reguliert, z.B. durch die G-Proteine Ras 

oder Rho/Rac (Bardwell, 2006; Turjanski et al., 2007; Zhang & Dong, 2007). 

Verschiedene Mechanismen, wie docking-Motive und scaffold-Proteine (Kopplungs-

proteine), sorgen dabei für die Genauigkeit und Effizienz der Signalweiterleitung 

(Bardwell, 2006; Zhang & Dong, 2007). 

 

 
Abb. 22: Aktivierung der MAP-Kinasen (Hommes et al., 2003). 

 

Die MAPK-Kinasen katalysieren eine duale Phosphorylierung der MAP-Kinasen an 

einem Threonin (Thr) und einem Tyrosin (Tyr) im Substratprotein (Qi & Elion, 2005). 

Zwischen diesen beiden Phosphorylierungsstellen befindet sich eine AS-Domäne (Thr-

AS-Tyr), die innerhalb der unterschiedlichen MAP-Kinasen variiert (Canagarajah et al., 

1997; Zhang & Dong, 2007). So können die verschiedenen MAP-Kinasen spezifisch 

erkannt werden. Da die duale Phosphorylierung nacheinander erfolgt und nicht 

simultan, könnten monophosphorylierte MAP-Kinasen ebenfalls für die Signalüber-

tragung wichtig sein (Zhou & Zhang, 2002; Turjanski et al., 2007).  
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Alle MAP-Kinasen phosphorylieren zwar die gleichen Motive in ihren Targets, aber die 

Substrate sind unterschiedlich. Durch spezielle docking-Motive in den Substraten wird 

sichergestellt, dass die Signaltransduktion durch die richtige MAP-Kinase vermittelt 

wird. Diese docking-sites sind kurze Peptide, durch die die MAP-Kinasen an das 

korrespondierende Substrat binden und es phosphorylieren (Sharrocks et al., 2000; 

Pearson et al., 2001; Zhang & Dong, 2007). Die scaffold-Proteine sind ebenfalls für die 

Signal-Spezifität und Effizienz der MAP-Kinasen entscheidend. Sie wirken beim 

Zusammenbau von funktionellen MAPK-Modulen mit und beeinflussen Dauer und 

Intensität des Signals (Turjanski et al., 2007; Zhang & Dong, 2007). Nach der 

Aktivierung lösen sich die scaffold-Moleküle wieder ab (Turjanski et al., 2007). Die 

Inaktivierung der MAP-Kinase erfolgt mittels Dephosphorylierung durch Phosphatasen, 

den MAPK phosphatases (MKP) (Keyse, 2000). Am Ende der MAPK-Signalkaskade 

stehen Transkriptionsfaktoren und regulatorische Enzyme, die für die Expression und 

die Regulation von Faktoren lebenswichtiger Prozesse entscheidend sind (Abb. 23) 

(Pearson et al., 2001; Bardwell, 2006; Zhang & Dong, 2007). 

 

 
Abb. 23: Die Aktivierung von ERK1/2, JNK und p38 führt zur Aktivierung verschiedener Transkriptions-

faktoren (Hommes et al., 2003). 

 

MAP-Kinasen kontrollieren die Proliferation, Differenzierung, Migration sowie 

Apoptose von Zellen und nehmen dabei Einfluss auf die Genexpression (Bardwell, 

2006; Avruch, 2007; Turjanski et al., 2007; Zhang & Dong, 2007). MAP-Kinasen 

können in den Nukleus wandern, wo sie die Aktivität von Transkriptionsfaktoren 

regulieren (Abb. 22, Abb. 23) (Pearson et al., 2001; Weston & Davis, 2007). 
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1.3.7.1 ERK1/2  

Die ersten in Säugern beschriebenen MAP-Kinasen sind die Isoformen der 

Ăextracellular signal-regulated MAP kinasesñ ERK1 und ERK2 (auch p44/p42) 

(Rossomando et al., 1989). ERK1/2 reguliert überwiegend mitotische und 

entwicklungsrelevante Signale, z.B. bei der Einwirkung von Hormonen und 

Wachstumsfaktoren auf Zellen (Bardwell, 2006). Die Aktivierung erfolgt durch die 

beiden Kinasen MEK1 und MEK2, welche ERK1/2 an den Tyrosin- und Threonin-

Resten des Thr-Glu-Tyr-Motivs phosphorylieren (Payne et al., 1991; Pearson et al., 

2001). Bindet ein Ligand an eine Rezeptor-Tyrosinkinase, dimerisiert diese und 

autophosphoryliert die zytosolisch gelegenen Tyrosinreste. Diese dienen dann als 

Andockstellen für Adapterproteine, die den Ras-Gef Sos (son of sevenless) rekrutieren. 

Dies führt zur lokalen Aktivierung der membrangebundenen GTPase Ras, welche die 

MAPKK-Kinasen Raf (c-Raf1, B-Raf oder A-Raf) aktiviert. Raf phosphoryliert dann 

MEK1/2 und diese aktivieren ERK1/2 (Abb. 23) (Johnson & Lapadat, 2002; Hommes 

et al., 2003; Qi & Elion, 2005; Turjanski et al., 2007). Die Virulenzfaktoren Hla und 

Hlb von S. aureus regen den ERK1/2-Signalweg an (Below et al., 2009), genau wie die 

Zellwandbestandteile LTA und PGN (Xing et al., 2011). 

Zu den Aufgaben des ERK1/2-Signalwegs gehören zahlreiche physiologische Prozesse, 

wie Zellproliferation, Differenzierung und Überleben der Zelle (Hommes et al., 2003; 

Turjanski et al., 2007). Inflammatorische Prozesse, Zytokine, Virus-Infektionen und 

auch transformierende Agenzien können ERK1/2 aktivieren (Johnson & Lapadat, 2002; 

Hommes et al., 2003). So werden viele nukleäre Transkriptionsfaktoren reguliert, z.B. 

AP-1, NF-əB (siehe 1.3.9) und Myc, aber auch Membran-Proteine (z.B. Phospholipase 

A2) und zytoplasmatische Proteine (Hommes et al., 2003; Qi & Elion, 2005; Turjanski 

et al., 2007). 

Um den Einfluss der ERK-Typ MAP-Kinasen und den nachgeschalteten Zellantworten 

nach Stimulation mit S. aureus-Produkten auf Atemwegsepithelzellen zu untersuchen, 

wurde der synthetische Kinase-Inhibitor PD098059 (Dudley et al., 1995) verwendet. So 

wird die dephosphorylierte inaktive Form der MEK1 gehemmt und somit die 

Aktivierung von ERK1/2 verhindert. Da sich bereits aktivierte MEK schlecht hemmen 

lassen, zeigen nur mit PD098059 vorinkubierte Zellen eine effektive Inhibition der 

ERK-Typ MAP-Kinasen (Alessi et al., 1995; Dudley et al., 1995). 
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1.3.7.2 p38  

Die MAP-Kinase p38 dient hauptsächlich der Stressregulation und ist für 

inflammatorische Antworten wichtig (Bardwell, 2006). Bisher wurden in Eukaryoten 

vier Isoformen der p38-Familie charakterisiert: p38Ŭ, p38ɓ (Jiang et al., 1996), p38ɔ 

(ERK6, SAPK3) (Li et al., 1996) und p38ŭ (SAPK4) (Jiang et al., 1997). Trotz einer 

relativ großen Sequenzähnlichkeit unterscheiden sich die verschiedenen Isoformen in 

ihren Expressionsmustern, Signalantworten, Substratspezifitäten und der Sensitivität 

gegenüber Inhibitoren (Kumar et al., 1997). Die beiden Isoformen p38Ŭ und p38ɓ 

kommen in jeder humanen Zelle vor, p38ɔ wird hauptsächlich im Skelettmuskel und 

p38ŭ in Lunge, Niere, Hoden und Pankreas exprimiert (Hommes et al., 2003). Im Thr-

AS-Tyr-Motiv der Phosphorylierungsstelle dieser Kinasen befindet sich die AS Glyzin 

(Pearson et al., 2001). 

An der Aktivierung von p38 (Abb. 23) sind viele MAPKK-Kinasen beteiligt, z.B. 

ASK1 (Apoptose-Signal-regulierte Kinase), MEKK1 bis MEKK4, MLK2 und MLK 3 

(Mixed linage kinase). Allerdings sind bislang nur zwei MAPK-Kinasen identifiziert 

worden, MEK3 und MEK6 (Qi & Elion, 2005), wobei MEK3 p38Ŭ- und p38ɓ-

Isoformen bevorzugt phosphoryliert (Enslen et al., 2000). Aber auch die MAPKK-

Kinasen MKK4, eine upstream-Kinase von JNK, kann zur Aktivierung von p38Ŭ und 

p38ɓ in diversen Zelltypen f¿hren (Jiang et al., 1997). Neben dem MAPKK-abhängigen 

Weg wurde auch ein unabhängiger Mechanismus der p38 Aktivierung gefunden. Durch 

die Interaktion mit TAB1 (transforming growth factor-ɓ-activated protein kinase 1 

(TAK1)-binding protein) kommt es zur Autophosphorylierung und Aktivierung von 

p38Ŭ (Ge et al., 2002). Außerdem kann p38 auch über G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 

(siehe 1.3.1) aktiviert werden (Hildebrandt & Prowald, 2000). 

Die p38 MAP-Kinasen sind an der Regulation von Inflammation, Zellzyklus, Zelltod, 

Entwicklung, Zelldifferenzierung, Seneszenz und Tumorgenese beteiligt (Zarubin & 

Han, 2005). Die Aktivierung erfolgt durch verschiedene Zytokine und Pathogene bzw. 

deren Produkte, z.B. LPS (Ono & Han, 2000; Lai et al., 2003). So können die 

Zellwandbestandteile LTA und PGN von S. aureus p38 anschalten (Xing et al., 2011). 

Aber auch durch verschiedene Wachstumsfaktoren oder umweltbedingte Faktoren wie 

Hypoxie (Conrad et al., 1999), Hitzeschock, Veränderungen der Medium-Osmolarität 

und UV-Licht kann p38 aktiviert werden (Foltz et al., 1997; Ono & Han, 2000). 

Downstream-Targets von p38 sind andere Kinasen oder Transkriptionsfaktoren wie 
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ATF-2, MEF2 und NF-əB (siehe 1.3.9) (Hommes et al., 2003). Auch in der 

Immunabwehr ist p38 von großer Bedeutung. Neben der Produktion und Aktivierung 

von Vermittlern zur Rekrutierung von Leukozyten (Hommes et al., 2003), ist auch die 

Produktion von proinflammatorischen Zytokinen (IL-1ɓ, TNF-Ŭ und IL-6) Aufgabe der 

p38 (Johnson & Lapadat, 2002; Zarubin & Han, 2005). 

Für die Untersuchungen zu dieser Arbeit wurde als spezifischer Inhibitor der p38 der 

Pyridinylimidazol-Hemmstoff SB202190 eingesetzt (Gallagher et al., 1997). SB202190 

hat keinen direkten Einfluss auf die Phosphorylierung und Aktivierung der Kinase, 

sondern inhibiert lediglich ihre Aktivität (Kumar et al., 1997), da der zellpermeable 

Inhibitor sich an die ATP-Bindestelle setzt und diese dadurch für den Phosphat-

lieferanten blockiert (Young et al., 1997). Aufgrund der Aminosäuresequenz der ATP-

Bindungstasche werden nicht alle vier Isoformen mit SB202190 blockiert, sondern nur 

p38Ŭ und p38ɓ (Bain et al., 2007). 

1.3.8 Proteinkinasen A und G 

Die Proteinkinase A (PKA) und die Proteinkinase G (PKG) sind homologe Proteine, mit 

gleichen physikalischen Eigenschaften, sehr ähnlicher Aminosäuresequenz und 

ähnlichen Substraten (Lincoln et al., 1978; Wyatt et al., 1998).  

Die PKA besteht aus zwei katalytischen und zwei regulatorischen Untereinheiten. 

Durch Stimulation mit cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat), welches durch die 

Adenylylcyclase unter ATP-Verbrauch hergestellt wird, dissoziiert das Holoenzym und 

die katalytische Untereinheit kann ihre Substrate an Serin- oder Threonin-Resten 

phosphorylieren, dabei fungiert ATP als Phosphatdonor (Lincoln et al., 1978; Maron et 

al., 2005; Gaudy et al., 2010). Als Vermittler dienen AKAPs (a kinase-anchoring 

proteins), welche am N-Terminus einer regulatorischen Untereinheit mit hoher Affinität 

binden. Durch diesen Mechanismus wird die Spezifität der Substrat-Phosphorylierung 

gewährleistet (Zakhary et al., 2000). In Nähe der AKAP und PKA sind Phospho-

diesterasen (PDE) lokalisiert. Sie degradieren cAMP und verhindern so die Bindung 

von cAMP an eine regulatorische Untereinheit der Kinase, um deren Aktivität zu 

beenden (Barnes et al., 2005). Ziele der PKA sind GTPasen (Aktivierung von Rac, 

Inhibition von Rho), Ionen-Kanäle und Transkriptionsfaktoren. Auch die Aktivierung 

der PKB/Akt (siehe 1.3.6) ist bestätigt (Sable et al., 1997; Filippa et al., 1999). Von NF-

əB p50/p65 (siehe 1.3.9) werden beide Untereinheiten von der Kinase phosphoryliert 
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und so die Bindung an die DNA verstärkt (Liu & Malik , 2006). Weiter hilft die PKA 

bei der Bildung von Lamellipodien und Filopodien und ist essentiell für die gerichtete 

Migration von Zellen. Dabei wird die Kinase durch Integrine aktiviert und inhibiert 

nachfolgend Paxillin (Lim et al., 2008). Dieser Prozess ist für beschädigtes Atemwegs-

epithel enorm wichtig, da auf diese Weise Ersatzzellen in ein beschädigtes Epithel 

einwandern können (Allen-Gipson et al., 2007). 

Auch für die mukoziliäre Reinigung der Atemwege (siehe 1.3) ist die PKA sehr wichtig. 

In Stresssituationen, z.B. Inflammation, ist der Zilienschlag der Atemwege erhöht, um 

so den mukoziliären Reinigungsprozess zu beschleunigen. Dieser Prozess wird von der 

PKA und PKG reguliert (Wyatt et al., 1998). Eine weitere wichtige Funktion ist die 

Aktivierung des CFTR (Barnes et al., 2005; Li et al., 2006) und die Regulation von 

ENaC (Snyder et al., 2004). Beides sind Ionenkanäle, die wichtig für die Instandhaltung 

der schützenden Schleimschicht auf dem Atemwegsepithel sind (Boucher, 2004). Über 

eine Erhöhung von cAMP kann die PKA aktiviert werden und den CFTR phosphory-

lieren (Stutts et al., 1997). 

Die PKG ist ein Dimer, wobei jede Untereinheit eine Polypeptidkette mit 

regulatorischer und katalytischer Funktion besitzt. Die Aktivierung erfolgt durch cGMP 

(zyklisches Guanosinmonophosphat), welches durch die Guanylylcyclase aus GTP 

hergestellt wird. Nach der Aktivierung dissoziiert PKG im Gegensatz zu PKA nicht 

(Lincoln et al., 1978; Wyatt et al., 1998). Die Kinase sorgt für die Wiederaufnahme von 

Ca
2+

-Ionen in die Speicher und kann abhängig vom Zelltyp den kapazitativen Ca
2+

-

Einstrom regulieren (Parekh & Putney, 2005). 

Mit Hilfe des Isoquinolinsulfonamids H-89 wurden die PKA und PKG inhibiert und 

überprüft, welchen Einfluss diese Kinasen im Infektionsgeschehen haben. H-89 bindet 

kompetitiv an die ATP-Bindestelle der Kinasen und verhindert so die Phosphorylierung 

der Substrate. Auch die PKC und die Ca
2+

/CaMKII können durch H-89 inhibiert 

werden, allerdings nicht mit hoher Effizienz (Chijiwa et al., 1990). 
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Abb. 24: Aktivierung und ausgewählte Targets der PKA (www.nature.com, modifiziert). 

1.3.9 Der Transkriptionsfaktor NF -əB 

NF-əB (nuclear factor ókappa-light-chain-enhancerô of activated B-cells) bildet eine 

Familie ähnlich strukturierter Transkriptionsproteine. Es handelt sich dabei um Dimere, 

die aus verschiedenen NF-əB- bzw. Rel-Proteinen zusammengesetzt sind. Dabei werden 

sowohl Homo- als auch Heterodimere gebildet. Ein entscheidender Unterschied 

zwischen den verschiedenen Proteinen ist die DNA-Sequenz, an die der Transkriptions-

faktor bindet und die Expression von Genen aktiviert oder unterdrückt. Die 

weitverbreitetste Form von NF-əB ist das Heterodimer p50/p65 (Liu & Malik , 2006). 

Es wird für die maximale Transkription vieler Zytokine und anderer pro-

inflammatorischer Moleküle benötigt. Nach Aktivierung greift und bindet NF-əB 

p50/p65 die Promotorregion des Zielgens mit beiden Untereinheiten, doch nur p65 

besitzt am C-terminalen Ende eine aktivierende Domäne, die direkt mit dem 

Transkriptionsapparat interagiert (Venkatakrishnan et al., 2000). 

In der unstimulierten Zelle liegt NF-əB im Zytoplasma gebunden an ein spezifisches 

Inhibitorprotein IəB vor, welches von der Dimerkomposition des Transkriptionsfaktors 

abhängt und dessen Aktivität reguliert (Liu & Malik, 2006). Nach der Aktivierung wird 

IəB phosphoryliert, ubiquitinyliert und degradiert, und das NF-əB-Heterodimer 

transloziert in den Nukleus. Hier bindet es an die DNA und startet die Transkription. 

Die Phosphorylierung von IəB erfolgt ¿ber den Kinasekomplex IKK (IəB Kinase 



1 Einleitung 

 

 47 

Komplex), welcher aus IKK-Ŭ, IKK-ɓ, NF-əB-inducing kinase (NIK) und zwei 

Adaptormolekülen besteht (Lee et al., 2004; Xing et al., 2011). Eine weitere wichtige 

Regulation von NF-əB sind posttranslationale Modifikationen, wie z.B. Phosphory-

lierung, Acetylierung usw. So werden von NF-əB p50/p65 beide Untereinheiten von der 

PKA (siehe 1.3.8) phosphoryliert und die Bindung an die DNA verstärkt (Liu & Malik , 

2006). 

Es sind über 460 Aktivatoren von NF-əB bekannt und ¿ber 200 Gene, die durch NF-əB 

reguliert werden. Beispiele für die Stimulation sind Stress (physikalisch, chemisch, 

oxidativ, umweltbedingt oder physiologisch), Mitogene, modifizierte Proteine, 

Ligandenbindung verschiedener Rezeptoren, proinflammatorische Zytokine, physio-

logische und pathologische Mediatoren, Bakterien, Pilze, Viren, Parasiten und deren 

jeweiligen Produkte. Dabei können die Signaltransduktionswege, die zur Aktivierung 

von NF-əB f¿hren, sehr vielschichtig und komplex sein (Liu & Malik , 2006). 

Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors kann u.a. durch p38 oder der ERK-Typ 

MAP-Kinasen (siehe 1.3.7) erfolgen und zur Expression von Adhäsionsmolekülen, 

Wachstumsfaktoren, Muzinen, IL-6 und IL-8 führen (Yoshimura et al., 1999; Zhou et 

al., 2003; Liu & Malik , 2006; Prince et al., 2006; Ning et al., 2010; Xing et al., 2011). 

Auch eine erhöhte intrazelluläre Ca
2+

-Konzentration (siehe 1.3.1) kann NF-əB 

aktivieren (Tabary et al., 2006). Die NF-əB-Aktivierung durch PKB/AKT (siehe 1.3.6) 

erfolgt über die Phosphorylierung und Degradation des IKK (Liu & Malik , 2006) sowie 

die Aktivierung durch PKC (siehe 1.3.3) wahrscheinlich auch (Lee et al., 2004). 

Die Inhibition von NF-əB erfolgte durch das aromatische Diamin JSH-23. Es stört die 

nukleäre Translokation ohne die Degradation von IəB zu beeinflussen. Das Heterodimer 

kann somit nicht in den Zellkern wandern, an die DNA binden und die Transkription 

starten (Shin et al., 2004). 
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Abb. 25: Aktivierung von NF-əB (p50/p65) (www.quiagen.com, modifiziert). 

1.4 Zielsetzung 

Das Bakterium Staphylococcus aureus (S. aureus, siehe 1.2) ist Auslöser vieler 

ernsthafter Erkrankungen des humanen Atemwegsepithels (Escotte et al., 2006). Da 

dieses durch eine Mukusschicht (siehe 1.3) geschützt ist, kommen inhalierte Bakterien 

initial vermutlich nicht direkt mit dem Epithel in Kontakt. Die Manipulation der 

Wirtszellen durch diese Bakterien geschieht wahrscheinlich durch lösliche Virulenz-

faktoren, was schließlich auch den Bakterien selbst die Möglichkeit eröffnen könnte, die 

Barriere des Atemwegsepithels zu überwinden. Die Wirkung auf die Epithelzellen und 

die Beeinflussung der Signaltransduktion im Infektionsgeschehen sind noch weitgehend 

unverstanden. Entsprechend unserer Arbeitshypothese (siehe 1.1) war das Ziel der 

vorliegenden Arbeit, die Wirkung bakterieller Sekretionsprodukte (Hämolsin A und B, 

siehe 1.2.2.1 und 1.2.2.2) auf einige Signaltransduktionswege (siehe 1.3) vergleichend 

in drei verschiedenen humanen Atemwegs-Modellzelllinien (16HBE14o-, S9, A549) zu 

untersuchen. Dazu wurden wichtige Signalmoleküle inhibiert und die Auswirkungen 

auf Morphologie, Ca
2+

-Homöostase und Zytokinsezernierung in verschiedenen Zell-

typen vergleichend überprüft.  

Abb. 26 zeigt die ausgewählten Signalwege und mögliche Verknüpfungen unter-

einander.  
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Abb. 26: Übersicht über die in dieser Arbeit untersuchten Signalkomponenten und -wege in Atemwegs-

epithelzellen und ihre gegenseitige Beeinflussung (Sasaki et al., 1990; Sumi et al., 1991; Alessi et al., 

1997; Sable et al., 1997; Thomas & Brugge, 1997; Sugiyama et al., 1998; Filippa et al., 1999; Jurado et 

al., 1999; Kandel & Hay, 1999; Brazil & Hemmings, 2001; Ashby & Tepikin, 2002; Basuroy et al., 2003; 

Goll et al., 2003; Hommes et al., 2003; Clark et al., 2004; Glading et al., 2004; Hanada et al., 2004; Lee et 

al., 2004; Barfod et al., 2005; Brown et al., 2005; Brunton et al., 2005; Herrmann et al., 2005; Parekh & 

Putney, 2005; Tunggal et al., 2005; Cai et al., 2006; Larsson, 2006; Liu & Malik, 2006; Tabary et al., 

2006; Alvi et al., 2007; Bentley et al., 2007; Banno & Ginsberg, 2008; Gangopadhyay et al., 2008; Profita 

et al., 2008; Chun & Prince, 2009; Lee et al., 2009). 

 

Eine zentrale Rolle spielt dabei die Ca
2+

-Bewirtschaftung der Zelle (siehe 1.3.1). Das 

porenformende Toxin Hämolysin A von S. aureus (siehe 1.2.2.1) führt zu einer 

Permeabilität der Zellmembran u.a. für Ca
2+

-Ionen (Eichstaedt et al., 2009). Die 

intrazelluläre Erhöhung freier Ca
2+

-Ionen kann zur Aktivierung der PKC (siehe 1.3.3; 

Koyama et al., 2003), von Calpain (siehe 1.3.4; Glading et al., 2004) und CaM (siehe 

1.3.2; Jurado et al., 1999) führen. Letzteres dient als Rezeptorprotein für die Ca
2+

-Ionen 

und aktiviert ggf. die Ca
2+

/CaM-abhängige Kinase II (siehe 1.3.2.1; Jurado et al., 1999) 

und die PKA (siehe 1.3.8; Lemberskiy-Kuzin et al., 2008). Diese verschiedenen 

Signalmoleküle sind also in die Ca
2+

-Homöostase involviert und wurden somit u.a. für 

die Untersuchungen ausgewählt. Da der feste Zusammenhalt die Epithelfunktion 

bedingt, wurden überprüft, ob diese Elemente des Transduktionsgeschehens die 

Zellform und -integrität regulieren. Aber auch die Tyrosinkinase c-Src (1.3.5), die 

wichtig für die Zell-Matrix-Adhäsion ist (Brown et al., 2005), die PKB (siehe 1.3.6) und 

die beiden MAP-Kinasen ERK1/2 und p38 (siehe 1.3.7), von denen bereits bekannt ist, 

dass sie durch Hla aktiviert werden (Below, 2009) wurden dies bezüglich untersucht, 

genau wie der Transkriptionsfaktor NF-əB, ein Endpunkt vieler Signalwege. 
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Die vielschichtige Signalverknüpfung resultiert oft in Sezernierung von Zytokinen 

(siehe 1.3), die dann wiederum das Immunsystem alarmieren, Immunzellen anlocken 

und die Abwehr gegen den Eindringling einleiten. Daher wurde ebenfalls überprüft, 

welche Zytokine durch die Vermittlung von Hämolysin A und B vermehrt sezerniert 

werden, und inwiefern CaM, die Ca
2+

/CaM-abhängige Kinase II, ERK1/2, p38, PKB 

und NF-əB diesen Prozess beeinflussen. 

Diese Untersuchungen dienten dazu Hinweise auf die physiologischen Reaktionen 

verschiedener Zelltypen des respiratorischen Gewebes zu erlangen. Die Ergebnisse 

dieser Arbeit sollen helfen, die Prozesse des initialen Infektionsgeschehens mit S. 

aureus im humanen Atemwegsepithel besser zu verstehen. Nur so ist es möglich, 

vorbeugende Maßnahmen bei Risikopatienten oder sogar Therapieansätze bei 

beginnenden Pneumonien zu entwickeln. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material  

2.1.1 Virulenzfaktoren von S. aureus 

2.1.1.1 Präparation der rekombinanten Hämolysine A und B 

Die rekombinanten Hämolysine A und B wurden von unserer Arbeitsgruppe selbst im 

Labor hergestellt und aufgereinigt. Dazu wurden die Plasmide pPR-IBA-hla bzw. pPR-

IBA-hlb (Eichstaedt et al., 2008) von Christian Kohler und Susanne Engelmann aus der 

Arbeitsgruppe von Prof. Hecker vom Mikrobiologischen Institut der Universität 

Greifswald hergestellt und unserer Arbeitsgruppe zur Verfügung gestellt. Die Gene für 

Hämolysin A (hla) bzw. Hämolysin B (hlb) aus Staphylococcus aureus COL wurden 

jeweils einzeln in den kommerziell erhältlichen Vektor pPR-IBA1 der Firma IBA 

einkloniert. Die Transformation des Plasmids in Escherichia coli BL21 DE3 pLysS, die 

Überexpression und Aufreinigung der rekombinanten Proteine (Eichstaedt et al., 2008) 

wurde von den technischen Assistenten Elvira Lutjanov und Katrin Harder in unserem 

Labor vorgenommen. Dabei erfolgte die Dialyse gegen PBS, so dass die hergestellten 

Proteine anschließend in diesem Puffer vorlagen. Die Konzentration der rekombinanten 

Proteine wurde nach der Aufreinigung durch eine Proteinbestimmung nach Bradford 

(1976) ermittelt. 

2.1.1.2 Lipoteichonsäure und Peptidoglykan 

Zellwandbestandteil Bezugsquelle Ansatz 

Lipoteichonsäure (LTA-

SA) 

 

InvivoGen, 

tlrl -pslta 

5 mg in 10 ml steriles Wasser (Endotoxin 

frei) 

Stammkonzentration: 500 µg/ml 

Endkonzentration: 1 µg/ml 

Aliquots bei -20 °C aufbewahrt 

Peptidoglykan  

(PGN-SA) 

 

InvivoGen, 

tlrl -pgnsa 

5 mg in 25 ml steriles Wasser (Endotoxin 

frei) 

Stammkonzentration: 200 µg/ml 

Endkonzentration: 10 µg/ml 

Aliquots bei -20 °C aufbewahrt 
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2.1.2 Chemikalien und Lösungen 

2.1.2.1 Chemilkalien und Lösungen für die Zellkultur  

Reagens Bezugsquelle Ansatz 

3,3 -̀5 Triido-L-

thyronin 

Sigma-Aldrich 

T6397 

2 mg in 10 ml NaOH (1 M), 

9 ml Hamôs F12 hinzugef¿gt,  

steril filtriert, 

Aliquots bei -20 °C gelagert 

Bisbenzimid-

Trihydrochlorid 

(H33258) 

Enzo Life 

Sciences 

ALX -620-051 

10 µg in 1 ml A. dest., 

1:20 mit A. dest. verdünnt, 

Aliquots bei -20 °C gelagert 

1,4-Diazabicyclo-

[2.2.2]octan (DABCO) 

Carl Roth 

0718.1 

 

ECGS (epidermal cell 

growth supplement) 

Sigma-Aldrich 

E0760 

15 mg in 4 ml PBS, 

Aliquots bei -20 °C gelagert 

EGF (epidermal growth 

factor) human 

Sigma-Aldrich 

E9644 

0,2 mg in 50 ml Hamôs F12, 

Aliquots bei -20 °C gelagert 

Einfrier-Medium   10 % DMSO in Zellkulturmedium 

frisch hergestellt 

FBS (fetal bovine 

serum) Gold  

PAA Laboratories 

A15-151 
 

Formaldehyd, 37 % Carl Roth 

P733.2 

4 % in PBS frisch hergestellt  

Gentamycinsulfat Carl Roth 

0233.2 

 

Glycerin Carl Roth 

3783.1 

 

Hamôs F12 PAN Biotech 

P03-4110 

10,7 g Hamós F12, 

1,176 g NaHCO3, 

in 1 l A. bidest. gelöst,  

autoklaviert,  

bei 4 °C aufbewahrt 

Hydrocortison Sigma-Aldrich 

H0888 

3,8 mg in 10 ml Hamôs F12 

Insulin Aventis Pharma  

L-Glutamin PAN Biotech 

P04-80100 
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MEM (minimal 

essential medium) 

Eagle Pulver  

PAN Biotech 

P03-2950 

 

Mowiol 4-88 mit 

DABCO  

Carl Roth 

0713.1 

2,4 g Mowiol 4-88, 

6,0 g Glycerin, 

12 ml Tris/HCl-Puffer (pH 8,5), 

0,575 g DABCO, 

in 6 ml A. bidest. erwärmt, 

Aliquots bei -20 °C gelagert 

Natriumchlorid  

(NaCl)  

Carl Roth 

3957.2  

 

Natriumhydrogen-

carbonat (NaHCO3)  

Carl Roth 

6885.2 

 

Penicillin 100U/ml + 

Streptomycin 0,1mg/ml 

PAA Laboratories  

P11-010 
 

Salzsäure (HCl, 37 %) 

1 mol/l 

Carl Roth 

4625.2 

16,3 ml HCl (37 %)  

auf 0,25 l mit A. dest. aufgefüllt,  

bei RT gelagert 

Transferrin Invitrogen 

03-0124SA 

 

Tris-hydroxymethyl-

aminomethan(TRIS)-

Puffer (pH 8,5) 

Carl Roth 

4855.3 

12,114 g TRIS (fest) 

in 500 ml A. dest. gelöst, 

mit konz. HCl (37 %) auf pH 8,5,  

bei RT gelagert 

Trypsin (0,05 %) mit 

EDTA (0,02 %) 

PAA Laboratories 

L11-004 

 

Waschlösung für 

Polypen 

 0,05 g Gentamycinsulfat, 

49,5 ml PBS, 

500 µl Pen/Strep, 

steril filtriert 

Zellkulturmedien:  bei 4 °C gelagert 

   für 16HBE14o- 

   und S9 

 

 9,68 g MEM Eagle Pulver, 

2,20 g NaHCO3, 

10 ml Penicillin/Streptomycin, 

mit A. bidest. auf 600 ml aufgefüllt,  

mit 1 mol/l HCl auf pH 7,15, 

mit A. bidest. auf 900 ml aufgefüllt,  

steril filtriert, 

100 ml FBS Gold hinzugefügt 
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  für A549 

 

 9,68 g MEM Eagle Pulver, 

2,20 g NaHCO3, 

10 ml Penicillin/Streptomycin, 

10 ml L-Glutamin, 

mit A. bidest. auf 600 ml aufgefüllt,  

mit 1 mol/l HCl auf pH 7,15, 

mit A. bidest. auf 900 ml aufgefüllt,  

steril filtriert, 

100 ml FBS Gold hinzugefügt 

   für primäre Nasen-  

   epithelzellen 

 0,1 g Gentamycinsulfat, 

97 ml Hamôs F12, 

1 ml L-Glutamin, 

1 ml Pen/Strep, 

500 µl EGF-Ansatz, 

200 µl ECGS-Ansatz, 

100 µl Hydrocortison-Ansatz, 

100 µl Transferrin, 

71,4 µl Insulin, 

10 µl Triido-Thyronin-Ansatz, 

steril filtiert, 

11 ml FBS Gold hinzugefügt 

2.1.2.2 Lösungen für die Untersuchungen mit den Inhibitoren  

Inhibitor  Bezugsquelle Ansatz 

Akt Inhibitor IV Merck 

124011 

5 mg in 814 µl wasserfreiem DMSO  

Stammkonzentration: 10 mmol/l 

Endkonzentration: 5 µmol/l 

Aliquots bei -20 °C gelagert 

ALLM  Santa Cruz 

sc201268 

5 mg in 1 ml wasserfreiem DMSO  

Stammkonzentration: 12,5 mmol/l 

Endkonzentration: 12,5 µmol/l 

Aliquots bei -20 °C gelagert 

Bisindolylmaleimid I Enzo Life 

Sciences 

ALX -270-049 

1 mg in 3200 µl wasserfreiem DMSO  

Stammkonzentration: 0,75 mmol/l 

Endkonzentration: 0,75 µmol/l 

Aliquots bei -20 °C gelagert 

Calmidazoliumchlorid 

(CaCl2) 

Enzo Life 

Sciences 

BML-CA300 

10 mg in 2908 µl wasserfreiem DMSO  

Stammkonzentration: 5 mmol/l 

Endkonzentration: 5 µmol/l 

Aliquots bei -20 °C gelagert 

GM 6001 Enzo Life 

Sciences 

BML-EI300 

1 mg in 250 µl wasserfreiem DMSO  

Stammkonzentration: 10 mmol/l 

Endkonzentration: 10 µmol/l 

Aliquots bei -20 °C gelagert 
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H-89 Enzo Life 

Sciences,  

ALX -270-017 

1 mg in 3860 µl wasserfreiem DMSO  

Stammkonzentration: 0,5 mmol/l 

Endkonzentration: 0,5 µmol/l 

Aliquots bei -20 °C gelagert 

JSH-23, NF-əB 

activation inhibitor II  

Merck 

481408 

5 mg in 416 µl wasserfreiem DMSO  

Stammkonzentration: 50 mmol/l 

Endkonzentration: 50 µmol/l 

Aliquots bei -20 °C gelagert 

KN-93 Enzo Life 

Sciences 

ALX -430-023 

1 mg in 400 µl wasserfreiem DMSO  

Stammkonzentration: 5 mmol/l 

Endkonzentration: 5 µmol/l 

Aliquots bei -20 °C gelagert 

PD098059 Sigma-Aldrich 

P215 

6,5 mg in 1 ml wasserfreiem DMSO  

Stammkonzentration: 10 mmol/l 

Endkonzentration: 10 µmol/l 

Aliquots bei -20 °C gelagert 

PP2 Enzo Life 

Sciences 

ALX -270-233 

1 mg in 67 µl wasserfreiem DMSO  

Stammkonzentration: 50 mmol/l 

Endkonzentration: 50 µmol/l 

Aliquots bei -20 °C gelagert 

SB202190 

(Hydrochlorid) 

Enzo Life 

Sciences 

ALX -270-268 

5 mg in 1,359 ml wasserfreiem DMSO  

Stammkonzentration: 10 mmol/l 

Endkonzentration: 10 µmol/l 

Aliquots bei -20 °C gelagert 

Wortmannin Sigma-Aldrich 

W1628 

50 mg in 1 ml wasserfreiem DMSO  

Stammkonzentration: 1 mmol/l 

Endkonzentration: 1 µmol/l 

Aliquots bei -20 °C gelagert 

2.1.2.3 Lösungen für die Untersuchungen zur Ca
2+

-Aktivierung  

Reagens Bezugsquelle Ansatz 

A23187 (mixed calcium- 

magnesium salt) 

Enzo Life 

Sciences 

ALX -450-002 

5 mg in 950 µl wasserfreiem DMSO 

Stammkonzentration: 10 mmol/l 

Endkonzentration: 5 µmol/l 

Aliquots bei -20 °C gelagert 

EGTA (pH 7,6) Sigma-Aldrich 

E0396 

9,51 g EGTA 

in 30 ml A. bidest. erwärmt, 

mit NaOH auf pH 7,6 eingestellt, 

mit A.bidest. auf 50 ml aufgefüllt, 

filtriert, 

Stammkonzentration: 500 mmol/l 

Endkonzentration: 5 mmol/l 

bei 4 °C gelagert 
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Ionomycin Enzo Life 

Sciences 

ALX -450-006 

1 mg in 1,4 ml wasserfreiem DMSO 

Stammkonzentration: 1 mmol/l 

Endkonzentration: 1 µmol/l 

Aliquots bei -20 °C gelagert 

Thapsigargin Enzo Life 

Sciences 

ALX -350-004 

5 mg in 250 µl wasserfreiem DMSO 

Stammkonzentration: 2,5 mmol/l 

Endkonzentration: 250 nmol/l 

Aliquots bei -20 °C gelagert 

2.1.2.4 Chemikalien und Lösungen für die Messung der intrazellulären Ca
2+

-

Konzentration 

Reagens Bezugsquelle Ansatz 

Calciumchlorid-Dihydrat 

(CaCl2 ẗ 2 H2O) 

Merck 

2382 

1,91 g CaCl2 Ā 2 H2O 

in 100 ml A. bidest. 

Stammkonzentration: 130 mmol/l 

Endkonzentration: 1,3 mmol/l 

bei 4 °C gelagert 

Ceramid (Mischung, 

Fettsäuren ohne  

Hydroxyl-Gruppen) 

BIOTREND 

1322 

2 mg in 353 µl Ethanol (99,8 %) 

Stammkonzentration: 10 mmol/l 

Endkonzentration: 10 ɛmol/l 

Aliquots bei -20 °C gelagert 

D-erythro-Sphingosin BIOTREND 

BS0185 

1,6 mg in 534 µl Ethanol (99,8 %) 

Stammkonzentration: 10 mmol/l 

Endkonzentration: 10 ɛmol/l 

Aliquots bei -20 °C gelagert 

D-erythro-Sphingosin-1-

Phosphat 

Enzo Life 

Sciences 

ALX -306-010 

1 mg in 1 ml Methanol 

Stammkonzentration: å 2,6 mmol/l 

Endkonzentration: å 2,6 ɛmol/l 

Aliquots bei -20 °C gelagert 

D-(+)Glucose  Merck  

8337 
 

EGTA (pH 8,8) Sigma-Aldrich 

E0396 

9,51 g EGTA 

in 30 ml A. bidest. erwärmt, 

mit NaOH auf pH 8,8 eingestellt, 

mit A.bidest. auf 50 ml aufgefüllt, 

filtriert, 

Stammkonzentration: 500 mmol/l 

Endkonzentration: 5 mmol/l 

bei 4 °C gelagert 

HEPES, freie Säure  Carl Roth 

9105.4 

 

HEPES, Natriumsalz  AppliChem 

A1070  
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Indo-1/AM  

(Grynkiewicz et al., 

1985) 

Invitrogen  

I1223 

50 µg in 500 µl wasserfreiem DMSO  

Stammkonzentration: 1 mmol/l 

Endkonzentration: 5 µmol/l 

bei -20 °C gelagert 

Kaliumchlorid  

(KCl) 

Carl Roth 

6781.1 

 

Kaliumdihydrogen-

phosphat (KH2PO4)  

Sigma-Aldrich 

P0662  

 

Low bicarbonate saline 

(LBS), pH 7,4 

(Stammlösung)  

(Shuttleworth & 

Thompson, 1989)  

 7,74 g NaCl, 

0,36 g KCl, 

0,24 g MgSO4 ẗ 7 H2O, 

0,16 g KH2PO4, 

1,42 g HEPES freie Säure, 

2,36 g HEPES Natriumsalz, 

in 1 l A. bidest., 

bei 4 °C gelagert 

LBS, Ca
2+

-frei 

(Arbeitslösung)  

 

 0,108 g Glucose 

in 100 ml LBS-Stammlösung frisch  

hergestellt 

LBS, Ca
2+

-haltig 

(Arbeitslösung)  

 0,108 g Glucose, 

1 ml CaCl2 

in 100 ml LBS-Stammlösung frisch  

hergestellt 

Magnesiumsulfat-

Heptahydrat  

(MgSO4 ẗ7 H2O) 

Sigma-Aldrich 

M9397 

 

Natriumchlorid (NaCl)  Carl Roth  

3957.2 

 

Pluronic F-127 

(Padar et al., 2004) 

Invitrogen  

P6867 

1 g Pluronic in 5 ml wasserfreiem 

DMSO im Wasserbad (40 °C) gelöst, 

Stammkonzentration: 15,9 mmol/1 

Endkonzentration: 78 µmol/l 

bei RT gelagert 

Probenecid  Sigma-Aldrich 

P8761 

0,1784 g in 1 ml NaOH (1 mol/l) 

Stammkonzentration: 625 mmol/l 

Endkonzentration: 2,5 mmol/l 

bei RT gelagert 

2.1.3 Bezugsquellen 

Hersteller/Vertriebsfirmen  Firmensitz 

AppliChem Darmstadt, Deutschland 

Aventis Pharma Frankfurt am Main, Deutschland 
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BD Biosciences Heidelberg, Deutschland 

Biochrom AG Berlin, Deutschland 

BioTek Instruments Bad Friedrichshall, Deutschland 

BIOTREND Köln, Deutschland 

Carl Roth Karlsruhe, Deutschland 

Carl Zeiss Jena Jena, Deutschland 

ebioscience Frankfurt, Deutschland 

Enzo Life Sciences Lörrach, Deutschland 

HORIBA Jobin Yvon Longjumeau Cedex, Frankreich 

Ibidi Martinsried, Deutschland 

Invitrogen Karlsruhe, Deutschland 

InvivoGen Toulouse, Frankreich 

Leica Microsystem GmbH Wetzlar, Deutschland 

Memmert Schwabach, Deutschland 

Merck Darmstadt, Deutschland 

Mettler-Toledo  Gießen, Deutschland 

Millipore  Eschborn, Deutschland 

Nikon Düsseldorf, Deutschland 

PAA Laboratories Cölbe, Deutschland 

PAN Biotech Aidenbach, Deutschland 

Santa Cruz Heidelberg, Deutschland 

Sarstedt Nümbrecht, Deutschland 

Sigma-Aldrich München, Deutschland 

Systec Wettenberg, Deutschland 

Thermo Fisher Scientific Bonn, Deutschland 

VWR  Hamburg, Deutschland 

2.1.4 Zelllinien  

2.1.4.1 Modellzelllinie 16HBE14o- 

Diese Zelllinie wurde von Cozens et al. (1994) hergestellt, um den CFTR und die damit 

in Zusammenhang stehende Krankheit Mukoviszidose zu untersuchen. Dazu wurden 

von einem gesunden männlichen Patienten oberflächlich gelegene Epithelzellen der 

oberen Atemwege entnommen und mittels Transfektion immortalisiert. Das hierfür 

verwendete Plasmid psVori
- 
stammt aus dem Simian Virus 40 und kodiert das SV40-

Antigen. Hierbei handelt es sich um ein hexameres Protein und Onkogen, welches 

regulatorisch in den Zellzyklus der Wirtszelle eingreift. Das Genprodukt bindet an 

Tumorsuppressoren (pRB und p53) und inaktiviert diese dadurch (Ali & DeCaprio, 

2001). So sind die Zellen unbegrenzt teilungsfähig und können in Dauerkultur gehalten 

werden. Die 16HBE14o- ist eine einheitliche Zelllinie, bei der die Zellen die typischen 
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morphologischen und physiologischen Merkmale differenzierter Bronchial-

Epithelzellen aufweisen. Sie bilden in Kultur dichte Zellschichten mit Ătight junctionsò 

(Abb. 27, tj), das sogenannte ĂPflasterstein-Musterò, weisen Mikrovilli auf (Abb. 27, 

amp) und zeigen einen gerichteten Transport von z.B. Cl
-
 (Cozens et al., 1994).  

Die 16HBE14o--Zellen wurden unter Zustimmung von D. C. Gruenert (California 

Pacific Medical Center Research Institute, San Francisco, USA) von der Arbeitgruppe 

Kunzelmann der Universität Regensburg bereitgestellt. 

 

A   B  
Abb. 27: Aufnahmen von 16HBE14o--Zellen. A) Phasenkontrast-Aufnahmen mit der Biostation IM. B) 

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme, tj=tight junction, amp=Mikrovilli (Eichstaedt et al., 2008). 

2.1.4.2 Modellzelllinie S9 

Diese Modelzelllinie entstammt einer Primärkultur von Bronchialepithelzellen eines 

Patienten mit Mukoviszidose. Mittels einer Infektion mit dem Hybridvirus Adeno-12-

SV-40 wurde sie immortalisiert (Zeitlin et al., 1991) und kann so als Dauerzelllinie 

gehalten werden. Der CF(cystic fibrosis)-Phänotyp der elterlichen Zelllinie IB3-1 wurde 

durch eine Transfektion mit dem Wildtyp Adenovirus-assozierten viralen cystic fibrosis 

transmembrane conductance regulator (AAVCFTR) korrigiert, so dass die S9-Zellen 

den CFTR-Kanal wie gesunde Bronchialepithelzellen exprimieren (Flotte et al., 1993). 

Sie bilden im Gegensatz zu den meisten anderen Dauerzelllinien einen aus-

differenzierten Phänotyp aus, womit sie den Ursprungszellen in ihren zellbiologischen 

und physiologischen Merkmalen sehr ähneln. Abb. 28 B zeigt, dass S9-Zellen keinen 

völlig geschlossenen Zellverband bilden (weiße Pfeile). 

Diese Modellzelllinie wurde von der ATCC (American Type Culture Collection, LGC 

Promochem, #CRL-2778) bezogen. 
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A   B  
Abb. 28: Aufnahmen von S9-Zellen. A) Phasenkontrast-Aufnahmen mit der Biostation IM. B) Raster-

elektronenmikroskopische Aufnahme, fp=Filopodien, amp=Mikrovilli, weiße Pfeile=Lücken im Zellrasen 

(Eichstaedt et al., 2008). 

2.1.4.3 Modelzelllinie A549 

Die A549-Zelllinie wurde ursprünglich aus der Lunge eines 58-jährigen männlichen 

Patienten mit einem Lungenadenokarzinom isoliert (Giard et al., 1973). Sie leitet sich 

von Typ II-Pneumozyten ab, welche sich in den Alveolen der menschlichen Lunge 

befinden und für die surfactant-Produktion zuständig sind (Lieber et al., 1976). Die 

Zellen zeigen keinen einheitlichen Phänotyp. Die einzelnen Zellen können sich stark in 

Größe und Morphologie unterscheiden, auch die Anzahl der Zellkerne kann stark 

variieren (Abb. 29 B). Die A549-Zellen wachsen als polarisierte Monolayer. Sie bilden 

Zell-Zell-Kontakte aus, aber keinen dichten Rasen. Nach den Untersuchungen von 

Lieber et al. (1976) ist diese Modelllinie für in vitro-Analysen von Sekretionsvorgängen 

in der humanen Lunge geeignet. 

Die Zellen wurden uns freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Prof. Völker vom 

Interfakultären Institut für Genetik und Funktionelle Genomforschung der Universität 

Greifswald zur Verfügung gestellt. 

 

A   B   
Abb. 29: Phasenkontrast-Aufnahmen von A549-Zellen mit der Biostation IM: A) eine isoliert auf der 

Kulturschale sitzende A549-Zelle, B) eine Gruppe von A549-Zellen. 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Zellkultur 

2.2.1.1 Zellkultivierung 

Sämtliche Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer Zellkultur-

bank (Clean Bench, Thermo Fisher Scientific, HERAsafe® KS) mit laminarer 

Strömung durchgeführt. Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Medien (siehe 

2.1.2.1) vor Verwendung im Wasserbad auf 37 °C erwärmt. Die Zellen wurden auf 

beschichteten Zellkulturschalen (100 x 20 mm, Cell+, Sarstedt, 83.1802.003) im 

Zellzuchtinkubator (Thermo Fisher Scientific, HERAcell® 150) bei 37 °C, 5 % CO2 

und einer relativen Luftfeuchte von 95 % kultiviert.  

Für die Passagierung der konfluent gewachsenen Zellen wurde das Medium abgesaugt 

und die Zellen mit ca. 5 ml PBS (siehe 2.1.2.1) gewaschen, um die Trypsin-

inhibierenden Bestandteile des Mediums zu entfernen. Anschließend wurden die Zellen 

mit 1 ml 0,05 % Trypsin + 0,02 % EDTA (siehe 2.1.2.1) bei 37 °C und 5 % CO2 

inkubiert, dabei hing die Inkubationsdauer von der verwendeten Zelllinie ab 

(16HBE14o-: 15 min, S9: 1 min, A549: 4 min). EDTA komplexiert zweiwertige Ionen 

wie Ca
2+

 bzw. Mg
2+

. Es wird daher beim Trypsinieren eingesetzt, um noch nicht 

weggewaschene Ca
2+

 und Mg
2+

 abzufangen und so die Zell-Zell-Kontakte durch Chelat-

bildung zu destabilisieren. Durch leichtes Klopfen an den Boden der Zellkulturschale 

wurde das Ablösen der Zellen ebenfalls unterstützt. Danach wurde Medium auf die 

Zellen gegeben, sorgfältig resuspendiert und die Zellsuspension je nach gewünschtem 

Verhältnis der Passagierung auf neue Zellkulturschalen (abhängig vom Experiment) 

verteilt, in welche Medium im entsprechenden Volumen vorgelegt wurde.  

Um die Zahl spontan mutierter Zellen gering zu halten, wurden die Zellen nach etwa 30 

Passagierungen verworfen und neu aufgetaute Zellen in Kultur genommen (siehe 

2.2.1.3). 

2.2.1.2 Kryokonservierung von Zellen  

Die Zellen wurden bis zu einem Bedeckungsgrad des Schalenbodens von ca. 80 % 

kultiviert. Die Ablösung vom Boden der Zellkulturschale erfolgte wie in 2.2.1.1 

beschrieben. Anschließend wurden die Zellen in 5 ml Zellkulturmedium aufgenommen, 
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vorsichtig resuspendiert und in ein 15 ml-Reagenzröhrchen überführt und 3 min bei 

Raumtemperatur und 600 x g zentrifugiert (Heraeus® Sepatech Labofuge 200, Thermo 

Fisher Scientific). Der Überstand wurde vorsichtig abgesaugt und das Zellpellet in 5 ml 

Einfriermedium (siehe 2.1.2.1) aufgenommen, sorgfältig resuspendiert und je 1 ml der 

Zellsuspension in ein Kryoröhrchen gegeben. Um eine langsame Abkühlung zu 

ermöglichen, wurden die Kryoröhrchen in eine Styroporbox gestellt und bei -80 °C 

gelagert. Nach einer Woche wurden die Kryoröhrchen in eine Kryobox für Reaktions-

gefäße gegeben und dauerhaft bei -80 °C gelagert. 

2.2.1.3 Rekultivierung von eingefrorenen Zellen  

Die eingefrorenen Zellen wurden unter ständigem Invertieren des Kryoröhrchens 

schnell in den Händen aufgetaut. Die Zellsuspension wurde dann auf 2 Zellkultur-

schalen (100 x 20 mm, Cell+, Sarstedt, 83.1802.003) in die jeweils 10 ml vorgewärmtes 

(37 °C) Medium (siehe 2.1.2.1) vorgelegt wurde, aufgeteilt und bei 37 °C und 5 % CO2 

inkubiert. Am nächsten Tag wurde das Medium gewechselt, um das DMSO des 

Einfriermediums (siehe 2.1.2.1) zu entfernen. Anschließend wurden die Zellen, wie in 

2.2.1.1 beschrieben, kultiviert und nach der 2. Passage für die Experimente verwendet. 

2.2.1.4 Test der Zellkulturen auf Kontamination mit Mykoplasmen  

Um eine Kontamination mit Mykoplasmen in den Zellkulturen auszuschließen, wurden 

diese in regelmäßigen Abständen untersucht. Für die Detektion möglicher 

Mykoplasmen-Infektionen wurde der DNA-Farbstoff Bisbenzimid H33258 (siehe 

2.1.2.1) benutzt. Dieser bindet an die DNA und färbt somit neben den Zellkernen der 

Modellzellen auch die Mykoplasmen-DNA (Battaglia et al., 1994). Bei einer 

eventuellen Mykoplasmen-Kontamination können diese als kleine Punkte im 

Zytoplasma der Zellen oder im parazellulären Bereich erkannt werden.  

Die Zellen wurden auf Deckgläschen (24 x 50 mm, Carl Roth, 1871.1) in den 

Zellkulturschalen (100 x 20 mm, Cell+, Sarstedt, 83.1802.003) bis zu einem 

Bedeckungsgrad des Schalenbodens von ca. 80 % kultiviert. Nach Absaugen des 

Zellkulturmediums wurden die Zellen mit ca. 5 ml PBS (siehe 2.1.2.1) gewaschen. 

Anschließend wurden 15 ml einer 4 %-igen Formaldehyd-Lösung (siehe 2.1.2.1) auf die 

Zellen gegeben und diese für mindestens 20 min fixiert. Die Formaldehyd-Lösung 

wurde dann abgesaugt und die Zellen erneut mit ca. 5 ml PBS gewaschen. Die 

Deckgläschen wurden anschließend in eine neue Zellkulturschale gegeben, mit 500 ɛl 
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Bisbenzimid (0,5 ɛg/ml, siehe 2.1.2.1) überschichtet und 10 min im Dunkeln inkubiert. 

Danach wurden die Deckgläschen kurz mit A. dest. gewaschen und das überschüssige 

Wasser mit einem Papiertuch entfernt. Die Zellen wurden anschließend mit 15 ɛl 

Mowiol mit DABCO (siehe 2.1.2.1) auf einem Objektträger (Carl Roth, 1879.1) 

eingedeckelt und über Nacht im Dunkeln getrocknet. Die Proben wurden mit einem 

Fluoreszenzmikroskop (Nikon, Eclipse TE 300) bei einer Anregungswellenlänge von 

ɚex = 346 nm und einer Emissionswellenlänge von ɚem = 460 nm mikroskopiert. Die 

Tests der für diese Arbeit verwendeten Zellkulturen auf eine Infektion mit Myko-

plasmen waren stets negativ. 

2.2.1.5 Gewinnung primärer Nasenepithelzellen aus humanen Polypen 

Aus humanen Nasenpolypen sollten primäre Nasenepithelzellen gewonnen werden. 

Dazu wurden Patienten (Nichtraucher) Polypen aus dem Sinus ethmoidales heraus 

operiert, wobei die Epithelschicht inklusive der Verbindung zum Knochen entfernt 

wurde. Dieses Projekt wurde in Kooperation mit Oberarzt PD Dr. Achim Beule von der 

HNO-Klinik in Greifswald durchgeführt und von der Ethikkommission der 

Universitätsmedizin genehmigt. Die Patienten wurden über das Forschungsvorhaben 

unterrichtet und erklärten sich zur Weiterverwendung der entnommenen Gewebeproben 

für wissenschaftliche Zwecke ausdrücklich bereit. 

Die im 50 ml-Reagenzröhrchen erhaltenen nasalen Polypen wurden mit der Wasch-

lösung (siehe 2.1.2.1) gespült und anschließend mit 10 ml 0,05 % Trypsin + 0,02 % 

EDTA (siehe 2.1.2.1) bei 37 °C und 5 % CO2 für 15 min im Zellzuchtinkubator 

(Thermo Fisher Scientific, HERAcell® 150) inkubiert. Mit Hilfe eines Zellsiebs 

(Porengröße 40 µm, BD Biosciences, 352340) wurden die im Überstand befindlichen 

Zellen von den Geweberesten getrennt und in einem neuen 50 ml-Reagenzröhrchen 

aufgefangen. Mit 5 ml FBS wurde der Trypsin-Verdau gestoppt. Danach erfolgte die 

Zentrifugation bei 1215 x g (Heraeus® Labofuge400R, Thermo Fisher Scientific) für 

10 min bei RT. Das entstandene Pellet wurde in 200 µl vorgewärmtem (37 °C) 

Kulturmedium für primäre Nasenepithelzellen (siehe 2.1.2.1) resuspendiert und in ein 

Viertel der Hi-Q
4
-Platte (35 x 14 mm, Mediumvolumen = 500 µl je Viertel, ibiTreat, 

ibidi, MZ100040) gegeben. Dieses Kulturschälchen wurde zuvor mit einer dünnen 

Collagen-Schicht (Collagen A, Biochrom AG, L 7220) überzogen, um ein besseres 

Anheften der Zellen zu gewährleisten. Die Kultivierung der Zellen erfolgte im 
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Zellzuchtinkubator (Thermo Fisher Scientific, HERAcell® 150) bei 37 °C, 5 % CO2 

und einer relativen Luftfeuchte von 95 %. 

Für etwa 14 Tage wurde das Medium täglich gewechselt, dabei wurden sanft die 

mitgeführten Erythrozyten weggewaschen. Die Zellen wurden unter dem Mikroskop 

(Carl Zeiss Jena) stets auf Pilzbefall überprüft. Sobald der Rasen konfluent war, wurden 

die Time lapse-Aufnahmen mit der Biostation IM von Nikon durchgeführt (siehe 2.2.2). 

2.2.2 Morphologische Beobachtungen (Time lapse-Mikroskopie) 

2.2.2.1 Vorbereitung der Zellen 

A) Untersuchungen zur Wirkung verschiedener Virulenzfaktoren 

Die Zellen wurden, wie in 2.2.1.1 beschrieben, auf beschichteten µ-Dish-

Zellkulturschalen (35 x 14 mm, Mediumvolumen = 2 ml, ibiTreat, ibidi, 81156) bis zur 

Konfluenz kultiviert. Vor der Unterbringung in der Biostation IM (Nikon) wurden sie 

mit frischem Zellkulturmedium (siehe 2.1.2.1) versehen. Es folgte die Inkubation bei 

37 °C und 5 % CO2 im Zellzuchtinkubator für ca. 15 min, um das Medium zu 

konditionieren. Dann wurde der gewünschte Virulenzfaktor in entsprechender Konzen-

tration (Tab. 5) hinzugegeben. Sofort wurde die Aufnahme mit der Biostation (siehe 

2.2.2.2) gestartet. Für die rekombinanten Hämolysine diente PBS als Kontrollansatz. 

 

Tab. 5: Konzentration der Virulenzfaktoren für die Time lapse-Aufnahmen. 
 

Virulenzfaktor von S. aureus Endkonzentration 

Lipoteichonsäure (LTA) (siehe 2.1.1.2) 1 µg/ml 

Peptidoglykan (PGN) (siehe 2.1.1.2) 10 µg/ml 

rekombinantes Hämolysin A (rHla) (siehe 2.1.1.1) 200 ng/ml 

1000 ng/ml 

2000 ng/ml 

rekombinantes Hämolysin B (rHlb) (siehe 2.1.1.1) 5000 ng/ml 

B) Untersuchungen zur Inhibition einzelner Proteinkinasen verschiedener 

Signalwege 

Für die Hemmung einzelner Proteinkinasen wurden 3 µl des entsprechenden Inhibitors 

bzw. 1,5 µl vom Akt-Inhibitor IV (siehe 2.1.2.2, Tab. 6) in 3 ml frischem Kultur-

medium vorgemischt und 2 ml davon auf die Zellen überführt. Nach einer Vor-
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inkubationsdauer von 15 min erfolgte die Zugabe von 2000 ng/ml rHla (siehe 2.1.1.1). 

Sofort wurde die Aufnahme mit der Biostation (siehe 2.2.2.2) gestartet. 

 

Tab. 6: Verwendete Inhibitoren für die Time lapse-Aufnahmen. 
 

Inhibitor  Endkonzentration 

ALL M 12,5 µmol/l 

Akt-Inhibitor IV 5 µmol/l 

Bisindolylmaleimid I 0,75 µmol/l 

Calmidazolium 5 µmol/l 

GM 6001 10 µmol/l 

H-89 0,5 µmol/l 

JSH-23 (NF-əB Activation Inhibitor) 50 µmol/l 

KN-93 5 µmol/l 

SB202190 10 µmol/l 

PD098059 10 µmol/l 

PP2 50 µmol/l 

Wortmannin 1 µmol/l 

C) Untersuchungen zum Ca
2+

-Einfluss auf die Morphologie der Zellen 

Die Zellen wurden, wie in 2.2.1.1 beschrieben, auf beschichteten µ-Dish-Zellkultur-

schalen (35 x 14 mm, Mediumvolumen = 2 ml, ibiTreat, ibidi, 81156) bis zur Konfluenz 

kultiviert. Vor der Unterbringung in der Biostation wurden sie mit frischem Zellkultur-

medium (siehe 2.1.2.1) versehen. Es folgte die Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2 im 

Zellzuchtinkubator für ca. 15 min, um das Medium zu konditionieren. Dann wurde 

EGTA (pH 7,6) bzw. der gewünschte Ca
2+

-Aktivator (siehe 2.1.2.3) in entsprechender 

Konzentration (Tab. 7) hinzugegeben. Sofort wurde die Aufnahme mit der Biostation 

(siehe 2.2.2.2) gestartet. 

 

Tab. 7: Verwendete Reagenzien für die Time lapse-Aufnahmen zur Überprüfung des Ca
2+

-Einfluss. 
 

Ca
2+

-Aktivator/Chelator  Endkonzentration 

A23187 5 µmol/l 

EGTA (pH 7,6) 30 mmol/l 

Ionomycin 1 µmol/l 

Thapsigargin 250 nmol/l 

2.2.2.2 Aufnahme des Bildmaterials mit der Biostation IM  

Die Biostation IM von Nikon ist ein kombiniertes Gerät aus Mikroskop, Digitalkamera 

und Inkubator (Abb. 30). Somit können Zellen bei 37 °C und 5 % CO2 beobachtet 

werden, was Time lapse-Aufnahmen über einen längeren Zeitraum ermöglicht. Die 

Bildwiedergabe erfolgt über einen angeschlossenen Monitor mit PC (Abb. 30). Mit der 
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dazugehörigen Software (Version 2.1) wird das Gerät gesteuert. Es sind nicht nur 

Phasenkontrastaufnahmen möglich, sondern mit den entsprechenden Einstellungen auch 

Fluoreszenzbilder. Dazu muss zusätzlich ein Filter der gewünschten Wellenlänge 

eingesetzt werden. 

 

A)  

B)  
Abb. 30: Aufbau (A) und Anschlusssystem (B) der Biostation IM (www.nikoninstruments.com). 

 

Vor der Bildaufnahme wurde der CO2-Gasmischer angeschaltet, 15 min später die CO2-

Gasflasche geöffnet und schließlich die Biostation angeschaltet, damit sie sich bis auf 

37 °C erwärmen konnte. Danach wurde das dazugehörige Programm von Nikon 

gestartet und die entsprechenden Parameter (z.B. Filter, Belichtungszeit, Vergrößerung 

u.a.) eingestellt. Die µ-Dish-Zellkulturschalen (35 x 14 mm, Mediumvolumen = 2 ml, 

ibiTreat, ibidi, 81156) mit den stimulierten Zellen wurden dann ohne Deckel in die 

dafür vorgesehene Kammer gestellt und 12 Punkte zur Beobachtung gewählt. Die 

Aufnahmen des Bildmaterials erfolgten alle 3 min für 24 h. Anschließend wurden mit 

Hilfe der Software die Filme im AVI-Format hergestellt. Fotos wurden mit dem 

Programm ebenfalls produziert. Wurden Hi-Q
4
-Zellkulturschalen (35 x 14 mm, 
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Mediumvolumen = 500 µl je Viertel, ibiTreat, ibidi, MZ100040) verwendet, wurden je 

Viertel 3 Punkte zur Beobachtung ausgewählt. 

Ausgewählte, repräsentative Originalfilme aus dem Time lapse-Mikroskop sind dieser 

Arbeit in elektronischer Form auf DVDs beigefügt. 

2.2.2.3 Quantifizierung der Bildung parazellulärer Lücken  

Um die produzierten Filme objektiv vergleichen und beurteilen zu können, wurde der 

Bedeckungsgrad der Zellen über die Zeit ermittelt. Das Entstehen parazellulärer Lücken 

könnte in vivo dem Bakterium als Eintrittspforte in den Wirt dienen und ist deshalb ein 

wichtiger Parameter der morphologischen Veränderung. 

Die Filme wurden dazu über den QuickTime Player (Version 7.7.1, Apple Inc.) 

wiedergegeben und stündlich gestoppt, um das jeweilige Bild zu kopieren und im 

Programm ImageTool für Window (Version 3.0, UTHSCSA) einzufügen. Mit den 

entsprechenden Werkzeugen dieser Software wurde die Gesamtfläche der Lücken bzw. 

der Zell-bedeckten Anteile der Zellkulturschale ermittelt. 

Die Auswertung erfolgte mit Microsoft® Office Excel 2007 durch Berechnung von 

Mittelwerten und Standardabweichungen und anschließender Darstellung der 

Ergebnisse. Die Bestimmung der Signifikanz wurde mit dem Wilcoxon-Rangsummen-

test (SPSS 11.0, SPSS Inc.) durchgeführt. Das Signifikanzniveau wurde für alle 

Ergebnisse bei p < 0,05 festgelegt. 

2.2.2.4 Live/Dead-Untersuchung 

Nach der Aufnahme des Bildmaterials über 24 h, wurde die gleiche Zellkulturschale zur 

Bestimmung der Vitalität der Zellen mit dem Live/Dead® Fixable Green Dead Cell 

Stain-Kit (Invitrogen, L-23101) genutzt. Dazu wurde das alte Medium abgesaugt, die 

Zellen mit PBS (siehe 2.1.2.1) gewaschen und die Verdünnung des Live/Dead-

Farbstoffs (entsprechend der Beschreibung des Kits von Invitrogen) auf die Zellen 

gegeben. Je stärker diese am Ende der Inkubationszeit (30 min, 37 °C, 5 % CO2) grün 

fluoreszierten, desto stärker war die Schädigung. Ist die Plasmamembran der Zelle 

intakt, kann nur wenig Farbstoff eindringen und die Fluoreszenz ist niedrig. Bei starker 

Zellschädigung oder gar Tod der Zellen, kann der Farbstoff ungehindert ins Zytoplasma 

der Zelle wandern und verursacht eine starke Fluoreszenz (Abb. 31). Nach Ende der 

Inkubationsperiode wurde die Farbstofflösung wieder abgesaugt, die Zellen mit PBS 

gewaschen und frisches Zellkulturmedium (siehe 2.1.2.1) dazugegeben. Die Zellkultur-
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schalen wurden dann ohne Deckel in die dafür vorgesehene Kammer der Biostation IM 

gestellt, die Punkte zur Beobachtung gewählt und die Aufnahme gestartet. Dabei musste 

im Programm der eingesetzte Filter zur Verwendung angeklickt werden. Die 

Anregungswellenlänge lag bei 488 nm und die Emissionswellenlänge bei 520 nm. 

Dabei erfolgte die Darstellung entsprechend des Programms in Falschfarben 

(Grünfluoreszenz). Nach 10 min wurde die Aufnahme beendet und mit Hilfe der 

Software (Nikon, Biostation IM Version 2.0) die Filme im AVI -Format hergestellt. 

Diese wurden mit dem QuickTime Player (Version 7.7.1, Apple Inc.) geöffnet, um ein 

Bild zu kopieren und mit Microsoft® Office Picture Manager 2010 ins TIFF-Format zu 

exportieren. 

 

 

Abb. 31: Prinzip des LiveùDead® Fixable Green Dead Cell Stain Kit. Links: intakte Zelle, der Farbstoff 

reagiert nur mit der Oberfläche der Zelle und die Fluoreszenz ist schwach. Rechts: die Zellmembran ist 

stark geschädigt, der Farbstoff dringt in die Zelle und die Fluoreszenz ist sehr stark (www.invitrogen.de). 

2.2.3 Bestimmung der Zytokinakkumulation im Zellkulturmedium mit 

der Fluoreszenz-Durchflusszytometrie  

2.2.3.1 Vorbereitung der Zellen 

Die Zellen wurden wie in 2.2.1.1 beschrieben auf 6-Loch-Zellkulturschalen (Cell+, 

Sarstedt, 83.1839.300) bis zu einem Bedeckungsgrad der Kulturschale von etwa 90 % 

kultiviert. Dann wurde das Zellkulturmedium (2 ml) gewechselt. Die Zellen wurden zur 

Erholung für 24 h kultiviert, bevor die Exprimente gestartet und die Überstände für die 

FACS-basierte Quantifizierung der Zytokine gewonnen wurden. Dazu wurden die 

Zellen wie folgt behandelt. 

A) Untersuchungen zur Wirkung von Hla und Hlb in Abhängigkeit von der 

Konzentration 

Dazu wurde 1 ml Zellkulturmedium entfernt und durch frisches ersetzt. Es erfolgte die 

Zugabe der rekombinanten Hämolysine A und B (Tab. 8), sowie PBS (siehe 2.1.2.1) als 
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Kontrollansatz. Nach der Inkubationszeit von 6 h (bei 37 °C und 5 % CO2) wurde 1 ml 

des Überstands abgenommen, in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß gegeben und bei -80 °C 

eingefroren. 

 

Tab. 8: Hämolysin-Konzentrationen für die Zytokinbestimmung mittels FACS-Analyse. 
 

rHla  rHlb  

200 ng/ml 500 ng/ml 

500 ng/ml 1000 ng/ml 

1000 ng/ml 2000 ng/ml 

2000 ng/ml 5000 ng/ml 

B) Untersuchungen zur Inhibition ausgesuchter Proteinkinasen  

Für die Untersuchungen der involvierten Signalwege nach rHla- bzw. rHlb-Behandlung 

der Zellen wurde zunächst 1 ml Zellkulturmedium von den Zellen entfernt und durch 

frisches Medium, in welchem die ausgewählten Inhibitoren (siehe 2.1.2.2, Tab. 9) in 

entsprechender Konzentration vorverdünnt wurden, auf die Zellen überführt und für 

15 min vorinkubiert. Dann erfolgte die Zugabe von PBS (siehe 2.1.2.1) als Kontrolle, 

2000 ng/ml rHla oder 5000 ng/ml rHlb (siehe 2.1.1.1). Nach Inkubation bei 37 °C und 

5 % CO2 für 6 h wurde 1 ml des Überstands abgenommen, in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß 

gegeben und bei -80 °C eingefroren. 

 

Tab. 9: Verwendete Inhibitoren für die Zytokinbestimmung mittels FACS-Analyse. 
 

Inhibitor  Endkonzentration 

Calmidazolium 5 µmol/l 

JSH-23 (NF-əB Activation Inhibitor II)  50 µmol/l 

KN-93 5 µmol/l 

SB202190 10 µmol/l 

PD098059 10 µmol/l 

Wortmannin 1 µmol/l 

2.2.3.2 Probenaufbereitung und FACS-Analyse 

Die tiefgefrorenen Überstände wurden zügig aufgetaut und auf Eis gestellt. Die 

Probenaufbereitung erfolgte zunächst entsprechend der Anweisung des FlowCytomix 

Human Th1/Th2 11plex Kit (ebioscience, BMS810FF) für Durchflusszytometrie. Mit 

Hilfe dieses auf Fluoreszenz basierenden Immunoassay-Verfahrens kann die parallele 

Identifikation und Quantifizierung von 11 verschiedenen Zytokinen in nur einer Probe 

durchgeführt werden. Die Unterscheidung im Durchflusszytometer erfolgt nach Größe, 

Wellenlänge und Intensität der Fluoreszenz spezieller Mikropartikel (Beads). Diese sind 
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mit verschiedenen Primär-Antikörpern beschichtet. Nach Zugabe der Beads zu den 

Proben bzw. den Zytokinstandards wurde ein zweiter Biotin-konjugierter Antikörper 

zugefügt, der die mit dem ersten Antikörper gekoppelten Zytokine bindet. Nach Zugabe 

des Streptavidin-Phycoerythrin (PE), welches das Biotin-Konjugat erkennt, konnte das 

fluoreszierende Signal später im FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting)-Gerät 

(FACSAriaÊ III, BD Bioscience) gemessen werden. Aufgrund der Antikörperspezifität 

und der Eigenfluoreszenz der Partikel lassen sich hier die Zytokine zuordnen und wegen 

der PE-Fluoreszenzintensität der gebundenen Sekundärantikörper, kann auch die 

Konzentration der verschiedenen Zytokine bestimmt werden (Produktbeschreibung 

ebioscience).  

 

 
Abb. 32: Prinzip der Zytokinbestimmung mittels der Durchflusszytometrie (Below, 2009). 

 

Die Zählung der Beads und somit die Konzentrationsbestimmung der Zytokine wurde 

mit dem FACS cell sorter FACSAriaÊ III von BD Biosciences der Arbeitsgruppe von 

Prof. Völker vom Interfakultären Institut für Genetik und Funktionelle Genomforschung 

der Universität Greifswald von Dr. Petra Hildebrandt durchgeführt. Die Bedienung des 

Geräts und die Generierung der Daten erfolgte mit Hilfe der FACSDivaÊ-Software 

(BD Biosciences). Dabei wurden die Proben auf folgende Zytokine hin untersucht: 

Interferon-ɔ (IFN-ɔ), Interleukin-2 (IL-2), Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-5 (IL-5), 

Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-8 (IL-8), Interleukin-10 (IL-10), Interleukin-12p70 (IL-

12p70), Interleukin-1ɓ (IL-1ɓ), Tumor-Nekrose-Faktor-Ŭ (TNF-Ŭ), Tumor-Nekrose-

Faktor-ɓ (TNF-ɓ). 

Nach den ersten Ergebnissen stellte sich heraus, dass besonders Interleukin-6 und -8 

von den Modellzellen sezerniert werden, und deswegen wurden in den späteren 
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Experimenten mit den Inhibitoren nur diese beiden Zykokine betrachtet. Dazu wurde 

das FlowCytomix Human Basic Kit und die FlowCytomix Human Simplex Kits für IL-6 

(ebioscience, BMS8213FF) und IL-8 (ebioscience, BMS8204FF) eingesetzt. 

2.2.3.3 Statistische Auswertung der FACS-Daten 

Die mit der FACSDivaÊ-Software (BD Biosciences) gewonnenen Daten wurden in das 

Programm FlowCytomix Pro 2.2 (ebioscience) eingelesen und so aufbereitet, dass die 

Weiterverarbeitung in Microsoft® Office Excel 2010 erfolgen konnte. Die durch die 

FACS-Analyse gewonnenen Daten wurden dann als Mittelwerte mit dazugehöriger 

Standardabweichung graphisch dargestellt. Die Bestimmung der Signifikanz wurde mit 

dem Wilcoxon-Rangsummentest (SPSS 11.0, SPSS Inc.) durchgeführt. Das 

Signifikanzniveau wurde für alle Ergebnisse bei p < 0,05 festgelegt. 

2.2.4 Quantitative Bestimmung des Zytokins TGF-ɓ2 

2.2.4.1 Vorbereitung der Zellen 

Die Zellen wurden, wie in 2.2.1.1 beschrieben, auf 6-Loch-Zellkulturschalen (Cell+, 

Sarstedt, 83.1839.300) bis zur Konfluenz von etwa 90 % kultiviert. Dann wurde das 

Zellkulturmedium (2 ml) gewechselt und am nächsten Tag die Überstände für die 

ELISA-Analyse gewonnen. 

Dazu wurde 1 ml Medium entfernt und durch frisches ersetzt. Es erfolgte die Zugabe 

der rekombinanten Hämolysine (siehe 2.1.1.1) A (2000 ng/ml) und B (5000 ng/ml), 

sowie PBS (siehe 2.1.2.1) als Kontrollansatz. Für den Zeitpunkt 0 wurde sofort jeweils 

1 ml abgenommen, in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß gegeben und bei -80 °C eingefroren. 

Die in den anderen Löchern der Zellkulturschale stimulierten Zellen wurden bei 37 °C 

und 5 % CO2 inkubiert. Nach 2 h, 4 h, 6 h und 10 h wurden wiederum 1 ml des 

Überstands aus den entsprechenden Ansätzen abgenommen, in ein 1,5 ml-Reaktions-

gefäß gegeben und bei -80 °C eingefroren. 

2.2.4.2 Vorbereitung der Proben für ELISA 

Da mit dem Zytokin-Multiplex-Assay (siehe 2.2.3.2) das möglicherweise von 

gestressten Atemwegsepithelzellen gebildete TGF-ɓ2 nicht bestimmt werden konnte, 

wurde ein ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)-Assay für die Testung der 

Zellkulturüberstände eingesetzt. Die tiefgefrorenen Überstände wurden zügig aufgetaut 
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und auf Eis gestellt. Die Probenaufbereitung erfolgte entsprechend der Anweisung des 

ELISA Human TGF-ɓ2 Platinum-Kits (ebioscience, BMS254).  

Die zu dem Kit gehörende 96-Loch-Platte war mit dem Primär-Antikörper gegen TGF-

ɓ2 beschichtet. Nach Zugabe der Proben bzw. den Standards, wurden die in der Probe 

befindlichen Zytokine vom Antikörper gebunden. Nach einem Waschschritt wurde ein 

zweiter Biotin-konjugierter Antikörper zugefügt, der die mit dem ersten Antikörper 

gekoppelten Zytokine bindet. Nach der Inkubation erfolgte wiederum ein Waschschritt. 

Anschließend wurde das Streptavidin-HRP (horseradish peroxidase = Meerrettich-

peroxidase) hinzugegeben, welches das Biotin-Konjugat erkennt und später als Enzym 

dient. Nach einem erneuten Waschschritt wurde das Substrat hinzugegeben, welches 

von der Peroxidase erkannt wurde. Es folgte der Umsatz des Substrats und das 

Reaktionsprodukt wurde durch Veränderung der Farbe sichtbar. Je mehr Zytokin 

gebunden wurde, desto stärker fiel die Farbreaktion aus. (Produktbeschreibung 

ebioscience).  

 

 
Abb. 33: Prinzip der Zytokinbestimmung mittels ELISA (www.ebioscience.com). 

 

Durch Zugabe einer Säure wurde die Reaktion gestoppt und anschließend im 

Absorbance-Microplate-Reader (BioTek Instruments, ELx808IU TM) vermessen. Mi t 

dem Programm Gen5 (BioTek Instruments) wurde das Gerät gesteuert und die 

gewünschten Parameter festgelegt. Die Messung erfolgte bei RT, und die Anregungs-

wellenlänge betrug 450 nm. Als auszugegebene Standardkurve wurde eine nichtlineare 

5-Parameter-Gleichung gewählt.  
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2.2.4.3 Statistische Auswertung 

Die Auswertung und Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit Microsoft® Office Excel 

2007 bzw. 2010. Dieses Experiment wurde nur einmal durchgeführt. Da sich die TGF-

ɓ2-Konzentration im Überstand behandelter Zellen über die Zeit kaum änderte, erfolgte 

keine systematische Untersuchung dieses Zytokins. 

2.2.5 Messung der intrazellulären Ca
2+

-Konzentration  

2.2.5.1 Vorbereitung der fluorometrischen Messung 

Vor Beginn der Messungen wurde die Arbeitslösung LBS (siehe 2.1.2.4) im 

Polycarbonat-Erlenmeyerkolben (Thermo Fisher Scientific, 4103-0125) angesetzt, im 

Wasserbad auf 37 °C erwärmt und während des gesamten Untersuchungszeitraum warm 

gehalten. Es wurde immer eine Ca
2+

-haltige Arbeitslösung hergestellt und ggf. eine 

weitere Arbeitslösung ohne CaCl2 (nominell Ca
2+

-freie LBS; siehe 2.1.2.4). 

Von der nach 2.2.1.1 vorbereiteten Zellkulturschale wurde mittels einer Pasteurpipette 

das Medium abgesaugt. Nach dem Waschen der Zellen mit ca. 5 ml PBS (siehe 2.1.2.1), 

wurde 1 ml 0,05 % Trypsin mit 0,02 % EDTA (siehe 2.1.2.1) dazugegeben und die 

Zellen bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Die Inkubationsdauer war abhängig von der 

verwendeten Zellsorte (siehe 2.2.1.1). Die Zellsuspension wurde mit 750 ɛl Ca
2+

-

haltiger LBS-Arbeitslösung aufgenommen, in ein 2,0 ml-Reaktionsgefäß X überführt 

und 2 min bei 600 x g zentrifugiert (Heraeus® Biofuge® pico 17, Thermo Fisher 

Scientific). Anschließend wurde der Überstand vorsichtig dekantiert, das Zellpellet in 

750 ɛl Ca
2+

-haltiger LBS-Arbeitslösung sorgfältig resuspendiert und erneut 2 min bei 

600 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Zellpellet in 1,5 ml Ca
2+

-

haltiger LBS-Arbeitslösung aufgenommen und sorgfältig resuspendiert. 750 ɛl der 

Zellsuspension wurden in ein 2,0 ml-Reaktionsgefäß 1 überführt, in das 3,7 ɛl Indo-

1/AM (Endkonzentration: 5 ɛmol/l, siehe 2.1.2.4) vorgelegt wurde. Für die Messung 

mit A549-Zellen wurden anschließend 3,7 µl Pluronic F-127 (Endkonzentration: 

78 ɛmol/l, siehe 2.1.2.4) und 3 µl Probenecid (Endkonzentration: 2,5 mmol/l, siehe 

2.1.2.4) dazugegeben (Farbstoffbeladung), um den Raustransport des Indo-1/AM durch 

unspezifische Kanäle (Padar et al., 2004; Produktbeschreibungen) zu verhindern. 

Die übrigen 750 ɛl Zellsuspension wurden in ein weiteres 2,0 ml-Reaktionsgefäß 0 

überführt. Alle Reaktionsgefäße mit Indo-1/AM bzw. Indo-1 wurden während der 

gesamten Vorbereitung mithilfe von Aluminiumfolie vor Licht geschützt. Beide 
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Reaktionsgefäße (0 und 1) wurden 30 min bei 37 °C und unter leichtem Schütteln 

inkubiert. 

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Zellsuspension im Reaktionsgefäß 1 für 

2 min bei 600 x g zentrifugiert und anschließend das Pellet erneut in 750 ɛl Ca
2+

-

haltiger LBS-Arbeitslösung sorgfältig resuspendiert (Erholungsphase). 

Währenddessen wurde in das 2,0 ml-Reaktionsgefäß 2 3,7 ɛl Indo-1/AM (End-

konzentration: 5 ɛmol/l) vorgelegt und die Zellsuspension aus Reaktionsgefäß 0 in 

Reaktionsgefäß 2 überführt. Für die Messung mit A549-Zellen wurden anschließend 

3,7 µl Pluronic F-127 (Endkonzentration: 78 ɛmol/l) und 3 µl Probenecid (Endkonzen-

tration: 2,5 mmol/l) dazu gegeben. Beide Reaktionsgefäße (1 und 2) wurden wieder 

30 min bei 37 °C und unter leichtem Schütteln inkubiert. 

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Zellsuspension in den Reaktionsgefäßen 

2 min bei 600 x g zentrifugiert. Anschließend wurde das Zellpellet in Reaktionsgefäß 2 

in 750 ɛl Ca
2+

-haltiger LBS-Arbeitslösung sorgfältig resuspendiert (Erholungsphase) 

und 30 min bei 37 °C und unter leichtem Schütteln inkubiert. Das Zellpellet in 

Reaktionsgefäß 1 wurde in 750 ɛl Ca
2+

-haltiger LBS-Arbeitslösung sorgfältig 

resuspendiert und erneut 2 min bei 600 x g zentrifugiert. Dieser Schritt wurde ein 

weiteres Mal wiederholt. 

Anschließend wurden 3 ml Ca
2+

-haltige oder Ca
2+

-freie LBS-Arbeitslösung (je nach 

Versuchsansatz) in eine Küvette gefüllt. Das Zellpellet in Reaktionsgefäß 1 wurde mit 

750 ɛl LBS-Arbeitslösung aus der Küvette aufgenommen, sorgfältig resuspendiert und 

die Zellsuspension dann in die Küvette überführt. Mit der Zellsuspension in Reaktions-

gefäß 2 wurde nach Ende der Erholungsphase ebenso verfahren wie oben beschrieben. 

2.2.5.2 Fluorometrische Messung 

Die fluorometrischen Messungen wurden mit dem Fluoreszenzspektrometer 

ĂFluoroMax-3ñ von HORIBA Jobin Yvon durchgef¿hrt. Die Steuerung des Gerªts und 

die Datenaufnahme erfolgten mit der dazugehörigen Software ĂDataMAXñ (HORIBA 

Jobin Yvon). Für die Messungen wurden Acryl-Küvetten (10 x 10 x 48 mm, Sarstedt, 

67.755) verwendet. Die Zellsuspension in der Küvette wurde während der Messungen 

ständig mithilfe eines Mikrorührstabs (VWR) durchmischt und durch einen Umwälz-

thermostaten (Thermo Fisher Scientific, Haake Typ 423) bei einer konstanten 

Temperatur von 37 °C gehalten.  
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Im Mess- und Datenerfassungsprogramm ĂDataMAXñ wurde das Experiment 

Ăcaindo2.expñ ausgewªhlt sowie ein Name f¿r die jeweilige Messung vergeben (z.B. 

ĂCa2503a.spcñ). Die Messung erfolgte bei einer Anregungswellenlänge von ɚex=338 nm 

und bei einer Emissionwellenlänge von ɚem=400 nm. Die Weite der Spaltblenden der 

Monochromatoren wurde jeweils auf 2 nm eingestellt, so dass die Signalintensität 

3 Millionen cps (counts per second) nicht überstieg.  

Nach dem Start der Messung wurde alle 2 s ein Messwert der Fluoreszenzintensität in 

cps aufgenommen. Nach der Aufnahme der Experimentaldaten erfolgte die Zugabe von 

Digitonin (Endkonzentration: 50 ɛmol/l, siehe 2.1.2.3). So wurden die Zellen am Ende 

der Messung permeabilisiert, Indo-1 trat aus den Zellen aus und konnte freie Ca
2+

-Ionen 

im Medium binden. Da die Ca
2+

-Konzentration im Medium 1,3 mmol/l betrug, wurden 

alle Farbstoffmoleküle mit Ca
2+

-Ionen beladen, und es ergab sich ein Maximalwert für 

die Fluoreszenzintensität Fmax. Der Minimalwert für die Fluoreszenzintensität Fmin 

wurde nach Zugabe von EGTA (Endkonzentration: 5 mmol/l, pH 8,8, siehe 2.1.2.3) 

bestimmt, welches eine größere Affinität zu den Ca
2+

-Ionen besitzt und Indo-1 die 

Ionen entzog. Anschließend wurde die Messung beendet und die Messwerte als ASCII-

Datei exportiert. 

2.2.5.3 Auswertung  

Zur Eichung der aufgenommenen Fluoreszenzintensitäten wurden jeweils ein Maximal- 

und ein Minimalwert für die Fluoreszenzintensität (siehe 2.2.5.2), Fmax (Zugabe von 

Digitonin) und Fmin (Zugabe von EGTA), bestimmt. Die intrazelluläre Ca
2+

-

Konzentration [Ca
2+

] i wurde mit folgender Gleichung berechnet:  

 
Kd ist die Dissoziationskonstante von Indo-1 und wurde empirisch ermittelt 

(Grynkiewicz et al., 1985). 

Die statistischen Auswertungen erfolgten mit Microsoft® Office Excel 2007 bzw. 2010 

durch Berechnung von Mittelwerten und Standardabweichungen für die jeweiligen 

Versuche und die Darstellung der Ergebnisse. 
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3 Ergebnisse 

3.1.1 Morphologische Veränderungen durch rHla  

Mit der Biostation IM (Nikon) wurden, wie in 2.2.2 beschrieben, die morphologischen 

Veränderungen der drei Zelllinien und auch primärer Nasenepithelzellen nach 

Applikation von rHla untersucht
1
. Bereits in den Kontrollfilmen mit unbehandelten 

Zellen war eine gewisse Dynamik im Zellrasen sichtbar (vgl. Beispielfilm A1, B1, C1). 

Diese wurde durch die Motilität der Zellen und ihre Proliferation verursacht und war je 

nach Zelltyp leicht verschieden. So teilten sich die A549-Zellen am häufigsten, die S9-

Zellen weniger oft und die 16HBE14o--Zellen am wenigsten. Dafür wurde bei der 

letztgenannten Modellzelllinie eine starke gleichzeitige Bewegung der Zellen über den 

Boden der Kulturplatte beobachtet (vgl. Beispielfilm A1). Außerdem waren in geringem 

Umfang auch die Bildung von vermutlich intrazellulären Vesikeln und auch das 

Ablösen einzelner Zellen aus dem Rasen zu beobachten (Abb. 34). 

 

 
Abb. 34: Phasenkontrast-Aufnahmen mit der Biostation IM von unbehandelten 16HBE14o--Zellen. Es 

haben sich Vesikel gebildet (blauer Pfeil) und eine abgestorbene Zelle hat sich vom Boden der 

Kulturplatte gelöst (grüner Pfeil). 

 

Zunächst wurde zur Kontrolle der mögliche Einfluss von PBS auf die Zellform und die 

Zellbewegung überprüft, da das rekombinante Hämolysin in diesem Puffer vorlag. Es 

konnte bei keiner Zelllinie eine Änderung der Zellmorphologie oder der Bewegungs-

intensität beobachtet werden (Abb. 35; vgl. Beispielfilm A2, B2, C2). Die Zugabe von 

                                                 

1
 Ausgewählte, repräsentative Originalfilme aus dem Time lapse-Mikroskop sind dieser Arbeit in 

elektronischer Form auf DVDs beigefügt. 
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PBS als Vehikel für die Testsubstanzen besitzt keinen sichtbaren Einfluss auf Form 

oder Verhalten der Zellen. 

Für die Analyse der Effekte von rekombinantem Hla auf die Zellkulturen wurde die 

Dosis-Wirkungsbeziehung mit drei verschiedenen Konzentrationen von rHla (200, 1000 

und 2000 ng/ml) ermittelt (Abb. 36, Ph = Phasenkontrast). Die Zugabe von 200 ng/ml 

rHla führte bei den 16HBE14o-- und S9-Zellen zu keinen Hla-bedingten 

Veränderungen des Zellrasens (vgl. Beispielfilm A3, B3). Die A549-Zellen hingegen 

schienen sehr sensitiv zu sein und zeigten bereits nach 1 h deutlich ausgeprägte 

parazelluläre Lücken, dabei war eine starke Bildung von Zellausläufern zu beobachten 

(vgl. Beispielfilm C3). Mit 1000 ng/ml rHla verlor auch der 16HBE14o--Zellverband 

seine Integrität. Es wurden verstärkt Vesikel gebildet und die Zell-Zell-Kontakte lösten 

sich nach etwa 1 h der Zugabe (vgl. Beispielfilm A4). Die A549-Zellen bildeten 

unmittelbar nach der Applikation des Toxins Lücken, und bereits nach 7 h betrug der 

Anteil der Zellen an der Gesamtfläche 65 % (vgl. Beispielfilm C4). Der S9-Zellrasen 

blieb intakt und behielt seine normale Dynamik (vgl. Beispielfilm B4). Bei einer rHla-

Konzentration von 2000 ng/ml reagierten alle drei Zelltypen mit Veränderung der 

Zellform, Lösen der Zell-Zell-Kontakte und der daraus resultierenden Lückenbildung 

(Abb. 35, Abb. 36), wobei die S9-Zellen die schwächste Antwort zeigten. Zwar verlor 

der Zellrasen auch etwa nach 1 h den Zusammenhalt, doch die Zellen waren in der 

Lage, den Zellrasen durch Proliferationsprozesse und erneute Anknüpfung an 

benachbarte Zellen nach ca. 7 h wieder zu schließen (vgl. Beispielfilm B5). Die Multi 

channel(Mch)-Bilder nach der Live/Dead-Färbung (siehe 2.2.2.4) wiesen auf einen 

intakten Zellrasen (Abb. 35). Die 16HBE14o--Zellen zeigten große Änderungen der 

Zellform und viele Zellen lösten sich aus dem Zellverband. Nach etwa 5 h begann die 

Bildung parazellulärer Lücken, deren Flächeninhalt stetig auf 50 % der Gesamtfläche 

zunahm (Abb. 36; vgl. Beispielfilm A5). Die Mch-Bilder zeigten einige stark 

fluoreszierende Zellen, was auf stark geschädigte oder gar tote Zellen deutete (Abb. 35). 

Die A549-Zellen reagierten in gleicher Weise wie auf die niedrigeren Konzentrationen, 

und der Anteil der mit Zellen bedeckten Fläche sank innerhalb von 24 h auf 60 % (Abb. 

36; vgl. Beispielfilm C5). Hier konnte der Live/Dead-Fluoreszenzfarbstoff in nahezu 95 

% der Zellen eindringen und sorgte für eine starke Fluoreszenz der zerstörten Zellen 

(Abb. 35). 
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Abb. 35:  Time lapse-Aufnahmen mit der Biostation IM. Bildung parazellulärer Lücken (weiße Pfeile). 

Obere Reihe: Zugabe von PBS als Kontrolle, 16HBE14o- und A549 t= 24 h, S9 t=3 h (Ph). Mittlere 

Reihe: Zugabe von 2000 ng/ml rHla, 16HBE14o- und A549 t= 24 h, S9 t=3 h (Ph). Untere Reihe: 

Live/Dead-Färbung nach 24 h Inkubation mit 2000 ng/ml rHla (Mch: Grünfluoreszenzbilder mit der 

jeweiligen Ph-Aufnahme übereinander dargestellt). 

 

 
Abb. 36:  Änderung der mit Zellen bedeckten Fläche der Kulturschale nach Zugabe verschiedener rHla- 

Konzentrationen. Obere Reihe: 200 ng/ml rHla. Mittlere Reihe: 1000 ng/ml rHla. Untere Reihe: 2000 

ng/ml rHla. Die Kurven repräsentieren Mittelwerte mit n=Anzahl der unabhängigen Zellpräparationen. 

Für n>2 sind die Standardabweichungen im stündlichen Abstand und die Signifikanzen (*=signifikant mit 

p<0,05) angegeben. Als Kontrolle diente PBS. 
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Auch die Zugabe von 2000 ng/ml rHla zu primären Nasenepithelzellen (siehe 2.2.1.5) 

führte zur Beeinträchtigung des Zellverbands und zur Entstehung von parazellulären 

Lücken (Abb. 37). Einige Zellen waren in ihrer Bewegung stark eingeschränkt und 

wirkten wie erstarrt (vgl. Beispielfilm D2).  

 

A)   B)  
Abb. 37:  Zugabe von 2000 ng/ml rHla zu primären Nasenepithelzellen aus menschlichen Nasenpolypen. 

A) Phasenkontrast-Aufnahme: Bildung parazellulärer Lücken (weiße Pfeile) t=24 h; B) Änderung der 

durch Zellen bedeckten Fläche der Kulturschale nach Zugabe des Toxins. Die Kontrolle erfolgte ohne 

Zugabe. Die Kurven repräsentieren Mittelwerte mit jeweils n=2 unabhänigige Zellpräparationen. 

3.1.1.1 Beteiligung von Metalloproteasen an der rHla -vermittelten Zellformver -

änderung 

Wie in 1.2.2.1 beschrieben, wird ADAM 10 als möglicher Rezeptor für Hla diskutiert 

(Wilke & Bubeck Wardenburg, 2010). Deswegen wurde mit 10 µmol/l GM 6001 (GM), 

einem Inhibitor für Metalloproteasen, geprüft, ob die rHla-vermittelte Lückenbildung 

der verwendeten Zelllinien ausbleibt (siehe 2.2.2). GM war in DMSO gelöst, welches 

selbst keinen Einfluss auf die Zellform hatte (vgl. Beispielfilm C76). Auch der alleinige 

Einsatz des Inhibitors und die daraus resultierende Blockade der Metalloproteasen 

zeigten bei den Zelltypen 16HBE14o- und A549 keinen Einfluss auf die Zelldynamik. 

Der S9-Zellrasen zeigte kleine Lücken (Abb. 38; vgl. Beispielfilm A9, B9, C9). 

Die Applikation des Inhibitors mit anschließender Zugabe von 2000 ng/ml rHla führte 

bei den 16HBE14o--Zellen zu einem Ausbleiben des Toxin vermittelten Effekts (Abb. 

38, Abb. 39; vgl. Beispielfilm A10). Die S9-Zellen hingegen reagierten in Anwesenheit 

des Inhibitors GM unmittelbar nach dem Zufügen des Hämolysins mit starker 

Formveränderung und Lückenbildung, und die Schließung des Zellrasens erfolgte nicht 

mehr (Abb. 38, 40; vgl. Beispielfilm B10). Die Inhibition der Metalloproteasen 

bewirkte bei den A549-Zellen keine Veränderung in der Lückenbildung im Vergleich 

zur Toxingabe ohne Inhibitor (Abb. 38, Abb. 39; vgl. Beispielfilm C10). 
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Abb. 38:  Time lapse-Aufnahmen (Ph) mit der Biostation IM nach Inhibition von Metalloproteasen durch 

GM 6001 (GM). Bildung parazellulärer Lücken (weiße Pfeile). Obere Reihe: Zugabe von 10 µmol/l GM 

als Kontrolle, t=24 h. Untere Reihe: 15 min Vorinkubation mit 10 µmol/l GM und Zugabe von 2000 

ng/ml rHla, 16HBE14o- t=4 h, S9 t=3 h, A549 t=4 h. 

 

 
Abb. 39:  Änderung der durch Zellen bedeckten Fläche der Kulturschale nach Inhibition von Metallo-

proteasen durch GM 6001 (GM) und rHla-Zugabe. Obere Reihe: Zugabe von 2000 ng/ml rHla. Als 

Kontrolle diente PBS. Untere Reihe: 15 min Vorinkubation mit 10 µmol/l GM und Zugabe von 2000 

ng/ml rHla. Als Kontrolle diente der Ansatz mit GM ohne rHla. Die Kurven repräsentieren Mittelwerte 

mit n=Anzahl der unabhängigen Zellpräparationen. Für n>2 sind die Standardabweichungen im 

stündlichen Abstand und die Signifikanzen (*=signifikant mit p<0,05) angegeben. 

3.1.2 Beeinflussung der Zytokinsekretion durch rHla  

Die Zellkulturüberstände von den drei Zelllinien wurden nach 6 stündiger Inkubation 

mit rHla in verschiedenen Konzentrationen (200, 500, 1000 und 2000 ng/ml) bzw. PBS 

als Kontrolle mit einem Kit für FACS-Analysen auf 11 Zytokine (IFN-ɔ, IL-2, IL-4, IL-

5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-1ɓ, TNF-Ŭ, TNF-ɓ) hin untersucht (siehe 2.2.3). Es 

stellte sich heraus, dass nur IL-8 und IL-6 nach Behandlung der Zellen mit rHla in 

signifikanten Mengen im Kulturmedium akkumulierten. Daher wurden nur diese beiden 

Zytokine in den späteren Experimenten analysiert. Die Sekretionsraten der anderen 
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genannten Zytokine und somit deren Akkumulation im Medium waren sehr gering 

(Ergebnisse nicht gezeigt) und veränderten sich nach rHla-Zugabe nicht.  

Die Sekretionsraten von IL-8 und IL-6 in Abhängigkeit der eingesetzten rHla-Dosis 

sind in Abb. 40 dargestellt. Auffällig war, dass die A549-Zellen besonders viel IL-8 im 

Vergleich zu den beiden anderen Zelltypen sezernierten. Die akkumlierte Menge stieg 

mit der Höhe der zugegebenen rHla-Konzentration. Dies galt auch für IL-6, wobei bei 

der höchsten Toxingabe von 2000 ng/ml ein deutlicher Abfall in der akkumulierten 

Zytokinmenge zu erkennen war. Auch die 16HBE14o-- und S9-Zellen erhöhten 

entsprechend der rHla-Dosis die IL-6-Sekretionsraten. 

 

 
Abb. 40:  Dosis-Wirkungskurven der Akkumulation von IL-8 (obere Reihe) und -6 (untere Reihe) im 

Zellkulturmedium in Abhängigkeit der rHla-Konzentration. Zugabe von 0 (PBS), 200, 500, 1000 und 

2000 ng/ml rHla. Die Kurven repräsentieren Mittelwerte aus der angegebenen Anzahl von unabhängigen 

Zellpräparationen. Es sind Standardabweichungen und Signifikanzen (*=signifikant mit p<0,05, 

**=signifikant mit p<0,01) dargestellt. 

 

Die Konzentration des Zytokins TGF-ɓ2 wurde mittels eines Kits f¿r ELISA bestimmt 

(siehe 2.2.4). Dazu wurden die Zellen mit 2000 ng/ml rHla behandelt und nach 2, 4, 6 

und 10 h die Überstände abgenommen, um darin die Menge des sezernierten Zytokins 

zu messen. Auch die Sekretionsraten dieses Zytokins änderten sich über die Zeit nicht 

(Ergebnisse nicht gezeigt). 
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3.1.3 Einfluss von rHla auf die intrazelluläre Ca
2+

-Konzentration und 

die Effekte auf Morphologie und Zytokinsekretion 

3.1.3.1 rHla  und die intrazelluläre Ca
2+

-Konzentration 

Mit Indo-1 beladene A549-Zellen wurden mit rHla (200 bzw. 2000 ng/ml) behandelt 

und die intrazelluläre Ca
2+

-Konzentration über die Zeit gemessen. Die Experimente 

wurden wie in 2.2.5 beschrieben sowohl in Ca
2+

-haltigem als auch in nominell Ca
2+

-

freiem Medium durchgeführt. Als Kontrolle wurden Messungen ohne Zugabe (Abb. 41, 

rote Kurven) bzw. mit PBS-Zugabe (Abb. 41, orange Kurven) durchgeführt. Die 

Zugabe von PBS zeigte sowohl im Ca
2+

-haltigen als auch im nominell Ca
2+

-freien 

Medium keine Veränderung des Basisniveaus der [Ca
2+

] i. Auch die Applikation von 

200 ng/ml rHla zur Ca
2+

-haltigen Zellsuspension führte zu keiner Veränderung der 

[Ca
2+

] i (Abb. 41 A, graue Kurve). Bei einer Konzentration von 2000 ng/ml rHla war bis 

etwa 10 min nach der Zugabe nur ein leichter Anstieg der [Ca
2+

] i zu beobachten. Dann 

wurde der Kurvenverlauf steiler und nach 20 min der Toxinapplikation hatte sich die 

[Ca
2+

] i nahezu verfünffacht (Abb. 41 A, schwarze Kurve). 

Um die Annahme zu bestätigen, dass die erhöhte [Ca
2+

] i durch Ca
2+

-Einstrom aus dem 

extrazellulären Medium ins Zytosol der Zellen resultierte, wurde der Versuch mit in 

nominell Ca
2+

-freiem Medium resuspendierten Zellen wiederholt. Die Anfangswerte der 

[Ca
2+

] i waren etwas geringer als in Ca
2+

-haltigem Medium. Nach Hinzufügen von rHla 

kam es nur zu einer leichten Erhöhung des Ca
2+

-Spiegels. Erfolgte dann die Zugabe der 

CaCl2-Lösung ([Ca
2+

]a=1,3 mmol/l), stieg die gemessene [Ca
2+

] i sprunghaft an. Bei der 

rHla-Konzentration von 200 ng/ml (Abb. 41 B, graue Kurve) entsprach der Anstieg 

nach Wiederherstellung der normalen [Ca
2+

]a etwa dem normalen Ca
2+

-Niveau (Abb. 

41 B, rote Kurve). Die Konzentration von 2000 ng/ml rHla bewirkte einen rasanten 

Anstieg der [Ca
2+

] i auf etwa 1300 nmol/l (Abb. 41 B, schwarze Kurve), ein Niveau, das 

nach dieser Zeit auch in mit rHla behandelten Zellen in Salzlösung mit normaler Ca
2+

-

Konzentration gemessen wurde (Abb. 41 A, schwarze Kurve). 
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A) B)  
Abb. 41: Ca

2+
-Signale in Indo-1-beladenen A549-Zellen nach Zugabe von rHla A) in Ca

2+
-haltigem 

Medium; B) in nominell Ca
2+

-freiem Medium. Schwarz: Zugabe von 2000 ng/ml rHla, grau: Zugabe von 

200 ng/ml rHla, rot: Kontrolle ohne Zugabe, orange: Kontrolle mit Zugabe von PBS. Die Kurven 

repräsentieren Mittelwertkurven mit jeweils n=5 unabhängige Zellpräparationen und Standardab-

weichungen im Abstand von einer Minute. 

3.1.3.2 Einfluss der intra- und extrazellulären Ca
2+

-Konzentration auf die Zellform 

Um herauszufinden, wie sich allein die Erhöhung der [Ca
2+

] i auf die Morphologie der 

verwendeten Zelllinien auswirkt, wurden für die Time lapse-Mikroskopie drei 

verschiedene Ca
2+

-Aktivatoren verwendet (siehe 2.2.2). Alle waren in DMSO gelöst, 

welches selbst keinen Einfluss auf die Zellform nahm (vgl. Beispielfilm C76). Auf die 

Applikation von 5 µmol/l des Ionophors A23187 reagierten lediglich die 16HBE14o--

Zellen mit Lockerung des Zellverbands und Schwankungen im Bedeckungsgrad der 

Zellen (Abb. 43; vgl. Beispielfilm A11). Die beiden anderen Modellzelllinien reagierten 

darauf nicht mit sichtbaren morphologischen Veränderungen (Abb. 43; vgl. Beispielfilm 

B11, C11). Die Zugabe von 1 µmol/l des Ionophors Ionomycin löste bei keinem 

Zellrasen einen Effekt aus (Abb. 43; vgl. Beispielfilm A12, B12, C12). 

Durch 250 nmol/l Thapsigargin wurden die SERCA im ER inhibiert, die Ca
2+

-Ionen aus 

dem Zytosol wieder in den Ca
2+

-Speicher zurückpumpen (Thastrup et al., 1990). 

Dadurch erhöht sich die [Ca
2+

] i, während das ER immer weniger Ca
2+

-Ionen beherbergt 

In Abb. 42 ist das dabei entstehende zytosolische Ca
2+

-Signal am Beispiel der A549-

Zellen gezeigt. 
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A) B)  
Abb. 42:  Ca

2+
-Signale in Indo-1-beladenen A549-Zellen nach Zugabe von 250 nmol/l Thapsigargin. 

Vorbereitung und fluorometrische Messung erfolgte wie in 2.2.5 beschrieben. A) in Ca
2+

-haltigem 

Medium; B) in nominell Ca
2+

-freiem Medium mit Zugabe von CaCl2 ([Ca
2+

]a=1,3 mmol/l) nach 8 min. 

Die Kurven repräsentieren Mittelwertkurven mit jeweils n=5 unabhängige Zellpräparationen und 

Standardabweichungen im Abstand von einer Minute. 

 

Die Zelltypen 16HBE14o- und A549 reagierten auf die Zugabe kurzzeitig mit 

Lückenbildung, wobei die 16HBE14o--Zellen die Lücken nach 12 h und die A549-

Zellen bereits nach 5 h wieder geschlossen hatten. Der S9-Zellrasen zeigte keine 

Veränderungen (Abb. 43; vgl. Beispielfilm A13, B13, C13). 

 

 
Abb. 43:  Änderung der durch Zellen bedeckten Fläche der Kulturschale nach Erhöhung der [Ca

2+
] i. Obere 

Reihe: Zugabe von 5 µmol/l A23187. Mittlere Reihe: Zugabe von 1 µmol/l Ionomycin. Untere Reihe: 

Zugabe von 250 nmol/l Thapsigargin. Die Kurven repräsentieren Mittelwerte mit n=Anzahl der 

unabhängigen Zellpräparationen. Für n>2 sind die Standardabweichungen im stündlichen Abstand 

angegeben. 

 

Im nächsten Schritt wurden die extrazellulären Ca
2+

-Ionen aus dem Zellkulturmedium 

entfernt. Die zu verwendende EGTA(pH 7,6)-Konzentration wurde mit Hilfe der fluoro-

metrischen Messung (siehe 2.2.5) empirisch ermittelt. Dazu wurde wie in 2.2.5.1 

16HBE14o--Zellen mit Indo-1 beladen. In die Küvette wurde anstelle einer LBS-



3 Ergebnisse 

 

 

 85 

Lösung normales Zellkulturmedium (siehe 2.1.2.1) gegeben und die Messung gestartet. 

Mit Hilfe von 100 µmol/l UTP, ein ATP-Analog, das spezifisch metabotrope P2Y2-

Rezeptoren aktiviert (Burnstock, 2007) erfolgte in den Zellen die Aktivierung der 

Phospholipase C (Eichstaedt et al, 2008) und die Erhöhung der [Ca
2+

] i. Der initialen 

Ca
2+

-Freisetzung aus den intrazellulären Speichern folgte ein kapazitativer Ca
2+

-

Einstrom, da die [Ca
2+

] i weiterhin erhöht blieb. Schrittweise wurde EGTA (pH 7,6) zur 

Zellsuspension in die Küvette gegeben und beobachtet, bei welcher Konzentration sich 

ein minimales Plateau im Ca
2+

-Signal einstellte. Für die Beobachtung mit der Biostation 

IM (siehe 2.2.2) ergab sich so eine Konzentration von 30 mmol/l EGTA (pH 7,6), um 

die freien Ca
2+

-Ionen nahezu vollständig dem Zellkulturmedium zu entziehen. Alle drei 

Zelllinien reagierten sofort nach der Zugabe sehr stark. Die Zellen starben und es 

bildeten sich große parazelluläre Lücken (Abb. 44, weiße Pfeile; vgl. Beispielfilm A14, 

B14, C14). Die A549-Zellen reagierten hier besonders sensitiv, da bereits nach 30 min 

alle Zellen abgestorben waren (Abb. 44; vgl. Beispielfilm C14). Auch die S9-Zellen 

zeigten sich gegenüber EGTA sehr empfindlich. Unmittelbar nach Zugabe lösten sich 

die Zell-Zell-Kontakte und der Rasen brach großflächig auf. Bereits nach 2 h war kaum 

noch Bewegung im Zellrasen zu beobachten (Abb. 44; vgl. Beispielfilm B14). Bei den 

16HBE14o--Zellen war zwar sofort die Bildung parazellulärer Lücken zu beobachten, 

doch der Zellschaden nahm erst langsam über die Zeit zu bis schließlich nach 24 h nur 

noch einzelne Zellen Bewegungen zeigten (Abb. 44; vgl. Beispielfilm A14). 

 

 
Abb. 44: Time lapse-Aufnahmen (Ph) mit der Biostation IM nach Zugabe von 30 mmol/l EGTA (pH 7,6). 

Bildung parazellulärer Lücken (weiße Pfeile). Obere Reihe: unmittelbar nach Zugabe. Untere Reihe: 

Änderungen der Zellmorphologien über die Zeit, 16HBE14o- t=10 h, S9 t=2 h, A549 t=0,5 h. 
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3.1.3.3 Einfluss von Calmodulin  auf die Morphologie und Zytokinsekretion 

Mit Hilfe von 5 µmol/l Calmidazolium wurde die Ca
2+

-Bindung an Calmodulin (CaM, 

siehe 1.3.2) verhindert und somit auch alle Ca
2+

/CaM-abhängigen Signalwege inhibiert. 

Die Aktivität des Ca
2+

-freien CaM wurde wahrscheinlich nicht beeinträchtigt. 

Zunächst wurden mit Indo-1 beladene S9- bzw. A549-Zellen mit Calmidazolium und 

2000 ng/ml rHla behandelt und die Ca
2+

-Freisetzung ins Zytosol über die Zeit 

gemessen. Die Experimente wurden, wie in 2.2.5 beschrieben, in Ca
2+

-haltigem 

Medium durchgeführt. Als Kontrolle wurden Messungen ohne Zugabe des Inhibitors 

(Abb. 45, rote Kurven) durchgeführt. 

Bei den A549-Zellen stieg unmittelbar nach Zugabe von Calmidazolium das Ca
2+

-

Signal und wurde aufgrund des kapazitativen Ca
2+

-Einstroms beibehalten (Parekh & 

Putney, 2005; Putney, 2007). Nach 20 min erfolgte dann das Hinzufügen des 

Hämolysins. Das Ca
2+

-Signal stieg zeitverzögert durch die von außen einströmenden 

Ionen an (Abb. 45 A, schwarze Kurve). Im Vergleich zur Kontrollkurve mit Zugabe von 

rHla (Abb. 45 A, rote Kurve) setzte der Anstieg etwa 5 min früher ein und ergab ein 

wesentlich höheres Niveau. Auch bei den S9-Zellen ergab die Applikation des 

Inhibitors einen Anstieg des Ca
2+

-Signals, wobei der initiale Peak wesentlich höher war. 

Aufgrund der zelleigenen Pumpen wurden die Ionen in die Speicher oder nach außen 

transportiert, so dass sich die [Ca
2+

] i bei etwa 400 nmol/l aber noch über dem 

Kontrolllevel einstellte. Die Zugabe von 2000 ng/ml rHla bewirkte wieder einen 

leichten Anstieg des Ca
2+

-Signals parallel zur Kontrollkurve (Abb. 45 B). 

 

A)  B)  
Abb. 45:  Ca

2+
-Signale in Indo-1-beladenen Zellen in Ca

2+
-haltigem Medium. A) A549-Zellen; B) S9-

Zellen. Rot: Zugabe von 2000 ng/ml rHla nach 20 min, schwarz: Zugabe von 5 µmol/l Calmidazolium 

nach 5 min und Zugabe von 2000 ng/ml rHla nach 20 min. Die Kurven repräsentieren Mittelwertkurven 

mit n=Anzahl der unabhängigen Zellpräparationen. Für n>2 sind die Standardabweichungen im Abstand 

von einer Minute angegeben. 

 

n=4 

n=4 

n=3 

n=1 
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Auch die Änderung der Zellform durch die Inhibition der CaM-abhängigen Wege 

wurde mit Hilfe der Time lapse-Mikroskopie über 24 h beobachtet (siehe 2.2.2). Die 

Blockierung von CaM bewirkte bei keiner Zelllinie eine Änderung der Zellmorphologie 

(Abb. 46; vgl. Beispielfilm A15, B15, C15). Wurde nach der Hemmung das Toxin 

(2000 ng/ml rHla) den 16HBE14o--Zellen verabreicht, konnte nach etwa 3 h keine 

Bewegung der Zellen mehr beobachtet werden (vgl. Beispielfilm A18). Die starke 

Fluoreszenz nach der Live/Dead-Färbung (siehe 2.2.2.4) bestätigt die Zellschädigung 

(Abb. 47). Da die Zellen erstarrten und sich nicht vom Untergrund zurückzogen, gibt 

der ermittelte Bedeckungsgrad (Abb. 46) nicht die auffallende Reaktion der Zellen 

wieder, die nicht nur anders, sondern auch schneller als die Reaktion auf das Hämolysin 

mit aktivem CaM war (vgl. Beispielfilm A18). Die S9-Zellen reagierten auf die 

Verabreichung des Virulenzfaktors sehr sensitiv. Bereits nach 2 h waren deutliche 

Lücken im Zellrasen zu erkennen und nach 10 h befanden sich nur noch 30 % der 

Zellen (wahrscheinlich tot) auf der beobachteten Fläche. Den S9-Zellen gelang es im 

Beobachtungszeitraum nicht, sich zu erholen und die Lücken im Rasen zu schließen 

(Abb. 46; vgl. Beispielfilm B18). Die Live/Dead-Färbung konnte nicht durchgeführt 

werden, da die toten und deshalb losgelösten Zellen durch die Waschschritte entfernt 

wurden. Auch die Lückenbildung und das Absterben der A549-Zellen nach Toxingabe 

waren nicht anders als mit aktivem CaM. Allerdings konnte eine verstärkte Bildung von 

Vesikeln beobachtet werden, welche über die Zeit größer wurden (Abb. 46; vgl. 

Beispielfilm C18). 

 

 
Abb. 46:  Änderung der durch Zellen bedeckten Fläche der Kulturschale nach rHla-Zugabe und Inhibition 

von CaM durch Calmidazolium (Cal). Obere Reihe: Zugabe von 2000 ng/ml rHla. Als Kontrolle diente 

PBS. Untere Reihe: 15 min Vorinkubation mit 5 µmol/l Cal und Zugabe von 2000 ng/ml rHla. Als 
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Kontrolle diente der Ansatz mit Cal ohne rHla. Die Kurven repräsentieren Mittelwerte mit n=Anzahl der 

unabhängigen Zellpräparationen. Für n>2 sind die Standardabweichungen im stündlichen Abstand und 

die Signifikanzen (*=signifikant mit p<0,05, **=signifikant mit p<0,01, ***=signifikant mit p<0,001) 

angegeben. 

 

 
Abb. 47:  Time lapse-Aufnahmen mit der Biostation IM nach Inhibition von Calmodulin durch 

Calmidazolium (Cal). Bildung parazellulärer Lücken (weiße Pfeile). Obere Reihe: 15 min Vorinkubation 

mit 5 µmol/l Cal und 2000 ng/ml rHla, t=3 h (Ph). Untere Reihe: Live/Dead-Färbung nach 24 h 

Inkubation mit 5 µmol/l Cal und 2000 ng/ml rHla (Mch: Grünfluoreszenzbilder mit der jeweiligen Ph-

Aufnahme übereinander dargestellt). 

 

Im nächsten Schritt wurde überprüft, ob die Inhibition von CaM auch die rHla-

vermittelte Zytokinsekretion (IL-8, IL-6) ins Zellkulturmedium (siehe 2.2.3) beeinflusst. 

Die PBS-Mediumkonzentration nach 6 h Kulturdauer wurde durch Calmidazolium in 

keinem der Versuchsansätze verändert (Abb. 48). Die Inhibition von CaM unterdrückte 

bei den 16HBE14o--Zellen die vermehrte IL-6-Sekretion nach Applikation von rHla 

(Abb. 48 B). Die Akkumulation von IL-8 blieb unbeeinflusst (Abb. 48 A). Im Kultur-

überstand der S9-Zellen stieg durch die Inhibition des Rezeptorproteins signifikant 

sowohl zum Kontrollansatz als auch zur rHla-Zugabe die IL-8-Sekretionsrate (Abb. 

48 A). Die IL-6-Sezernierung wurde nicht beeinflusst (Abb. 48 B). Bei den A549-

Zellen wurde die erhöhte Sekretion beider Interleukine nach Kontakt mit dem 

Virulenzfaktor durch Verwendung von Calmidazolium verhindert (Abb. 48). 
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A)  B)  
Abb. 48:  Akkumulation von IL-8 (A) und IL-6 (B) im Zellkulturmedium nach Zugabe von 2000 ng/ml 

rHla und Inhibition von Calmodulin durch 5 µmol/l Calmidazolium (Cal). Die Balken repräsentieren 

Mittelwerte aus der angegebenen Anzahl von unabhängigen Zellpräparationen. Es sind Standardab-

weichungen und Signifikanzen (*=signifikant mit p<0,05, **=signifikant mit p<0,01) angegeben.  

 

Auch die in der Ca
2+

/CaM-abhängigen Signalkaskade unter Umständen nachgeschaltete 

Ca
2+

/CaM-abhängige Kinase II (Ca
2+

/CaMKII, siehe 1.3.2.1) wurde näher untersucht. 

Die Blockierung erfolgte durch 5 µmol/l KN-93.  

Die fluorometrische Messung der [Ca
2+

] i wurde wieder am Beispiel von mit Indo-1 

beladenen S9- und A549-Zellen, wie in 2.2.5 beschrieben, in Ca
2+

-haltigem Medium 

durchgeführt. Als Kontrolle wurden Messungen ohne Zugabe von KN-93 (Abb. 49, rote 

Kurve) durchgeführt. Die Behandlung der A549-Zellen mit dem Inhibitor hatte keinen 

Einfluss auf das intrazelluläre Ca
2+

-Niveau. Das Ca
2+

-Signal stieg durch Applikation 

des Toxins zeitverzögert aufgrund der von außen einströmenden Ionen an (Abb. 49 A, 

schwarze Kurve). Im Vergleich zur Kontrollkurve mit Zugabe von rHla (Abb. 49 A, 

rote Kurve) setzte der Anstieg etwa 5 min früher ein und ergab ein wesentlich höheres 

Niveau. Die Vorinkubation mit KN-93 führte also zu einer Verstärkung des rHla-

Effekts auf die [Ca
2+

] i. Bei den S9-Zellen entsprach der Kurvenverlauf nach 

Applikation des Inhibitors in etwa der Kontrollkurve. Das Hinzufügen des Toxins 

bewirkte wieder einen leichten Anstieg des Ca
2+

-Signals parallel zur Kontrollkurve 

(Zugabe von KN-93) (Abb. 49 B). Die Inhibition der Ca
2+

/CaMKII schien die S9-Zellen 

in ihrer Ca
2+

-Bewirtschaftung nicht weiter zu beeinflussen. 
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A)  B)  
Abb. 49:  Ca

2+
-Signale in Indo-1-beladenen Zellen in Ca

2+
-haltigem Medium. A) A549-Zellen; B) S9-

Zellen. Rot: Zugabe von 2000 ng/ml rHla nach 20 min, schwarz: Zugabe von 5 µmol/l KN-93 nach 5 min 

und Zugabe von 2000 ng/ml rHla nach 20 min. Die Kurven repräsentieren Mittelwertkurven mit 

n=Anzahl der unabhängigen Zellpräparationen. Für n>2 sind die Standardabweichungen im Abstand von 

einer Minute angegeben. 

 

Mit der Biostation IM wurde geprüft, wie sich die Morphologie der verwendeten Zellen 

nach Inhibition der Ca
2+

/CaMKII ändert (siehe 2.2.2). Die Inhibition der Kinase hatte 

bei keinem Zelltyp Einfluss auf den Bedeckungsgrad der Zellfläche (Abb. 50; vgl. 

Beispielfilm A22, B17, C23). Erfolgte zusätzlich die Behandlung mit rHla 

(2000 ng/ml), war bei den 16HBE14o--Zellen eine Abschwächung der rHla-

vermittelten parazellulären Lückenbildung zu beobachten. Bei den S9- und A549-Zellen 

änderte die Blockierung der Ca
2+

/CaMKII die Antworten auf rHla nicht (Abb. 50; vgl. 

Beispielfilm A26, B21, C27). 

 

 
Abb. 50:  Änderung der durch Zellen bedeckten Fläche der Kulturschale nach rHla-Zugabe und Inhibition 

der Ca
2+

/Calmodulin-abhängigen Kinase II durch KN-93 (KN). Obere Reihe: Zugabe von 2000 ng/ml 

rHla. Als Kontrolle diente PBS. Untere Reihe: 15 min Vorinkubation mit 5 µmol/l KN und Zugabe von 

2000 ng/ml rHla. Als Kontrolle diente der Ansatz mit KN und ohne rHla. Die Kurven repräsentieren 

Mittelwerte mit n=Anzahl der unabhängigen Zellpräparationen. Für n>2 sind die Standardabweichungen 

im stündlichen Abstand und die Signifikanzen (*=signifikant mit p<0,05) angegeben. 

 

n=3 

n=1 

n=4 

n=4 
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Die Messung der akkumulierten Zytokine (IL-8 und IL-6) wurde wie in 2.2.3 

beschrieben durchgeführt. Die Verwendung von KN-93 hatte keinen Einfluss auf das 

Grundniveau der angehäuften Zytokine im Kulturmedium (Abb. 51). Die 16HBE14o--

Zellen sezernierten durch die vorangegangene Hemmung der Ca
2+

/CaMKII weniger IL-

8 bei rHla-Gabe (Abb. 51 A). Der IL-6 Anstieg nach Zugabe des Hämolysins wurde 

durch die Blockierung der Ca
2+

/CaMKII unterdrückt (Abb. 51 B). Für die S9-Zellen ist 

im Diagramm zwar ein Anstieg der Sekretionsraten beider Interleukine nach 

Verwendung von KN-93 zu erkennen, allerdings ist dieser statistisch nicht signifikant 

(Abb. 51). Die durch rHla verursachte Akkumulation von IL-8 und IL-6 im Medium der 

A549-Zellen wurde durch die Inhibition der Ca
2+

/CaMKII unterdrückt (Abb. 51). 

 

A)  B)  
Abb. 51: Akkumulation von IL-8 (A) und IL-6 (B) im Zellkulturmedium nach Zugabe von 2000 ng/ml 

rHla und Inhibition der Ca
2+

/Calmodulin-abhängige Kinase II durch 5 µmol/l KN-93 (KN). Die Balken 

repräsentieren Mittelwerte aus der angegebenen Anzahl von unabhängigen Zellpräparationen. Es sind 

Standardabweichungen und Signifikanzen (*=signifikant mit p<0,05, **=signifikant mit p<0,01) 

dargestellt. 

3.1.4 Beteiligung von MAP-Kinasen an der rHla -vermittelten 

Zellformveränderung und Zytokinsekretion 

3.1.4.1 ERK 1/2 

Für die Time lapse-Beobachtungen wurden durch 10 µmol/l PD098059 die MAP-

Kinasen ERK1/2 (siehe 1.3.7.1) blockiert. Die Inaktivität dieser Kinasen und deren 

nachgeschaltete Signalwege beeinflussten die Morphologie der untersuchten Zelltypen 

nicht (Abb. 52; vgl. Beispielfilm A30, B25, C31). Ebenso wurde die Bildung der 

parazellulären Lücken nach Toxingabe (2000 ng/ml rHla) im Vergleich zu den 

Ergebnissen mit aktiven ERK1/2 nicht moduliert (Abb. 52; vgl. Beispielfilm A31, B26, 

C32). 
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Abb. 52:  Änderung der durch Zellen bedeckten Fläche der Kulturschale nach rHla-Zugabe und Inhibition 

von ERK1/2 durch PD098059 (PD). Obere Reihe: Zugabe von 2000 ng/ml rHla. Als Kontrolle diente 

PBS. Untere Reihe: 15 min Vorinkubation mit 10 µmol/l PD und Zugabe von 2000 ng/ml rHla. Als 

Kontrolle diente der Ansatz mit PD ohne rHla. Die Kurven repräsentieren Mittelwerte mit n=Anzahl der 

unabhängigen Zellpräparationen. Für n>2 sind die Standardabweichungen im stündlichen Abstand und 

die Signifikanzen (*=signifikant mit p<0,05) angegeben. 

 

Die Messung der Zytokinakkumulation im Zellmedium wurde wie in 2.2.3 beschrieben 

durchgeführt. Bei keiner Zelllinie änderte die Vorinkubation mit PD098059 die 

Kontrollniveaus (PBS) von IL-8 bzw. IL-6 (Abb. 53). Die durch Toxingabe (2000 ng/ml 

rHla) vermittelte Sekretion beider Interleukine wurde bei den 16HBE14o-- und A549-

Zellen durch die Inhibition von ERK1/2 auf die Höhe des Kontrollniveaus gesenkt 

(Abb. 53). Die IL-8-Sekretionsrate der S9-Zellen sank ebenfalls, allerdings ergab die 

statistische Auswertung keine Signifikanz. Die Freisetzung von IL-6 änderte sich durch 

Blockade der Kinasen nicht (Abb. 53). 

 

A)  B)  
Abb. 53:  Akkumulation von IL-8 (A) und IL-6 (B) im Zellkulturmedium nach Zugabe von 2000 ng/ml 

rHla und Inhibition von ERK1/2 durch PD098059 (PD). Die Balken repräsentieren Mittelwerte aus der 

angegebenen Anzahl von unabhängigen Zellpräparationen. Es sind Standardabweichungen und 

Signifikanzen (*=signifikant mit p<0,05) dargestellt. 

3.1.4.2 p38 

Die Blockierung der p38-MAP-Kinasen (siehe 1.3.7.2) erfolgte für die hier gezeigten 

Untersuchungen durch 10 µmol/l SB202190. Die Time lapse-Beobachtungen (siehe 
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2.2.2) der drei Zelllinien zeigten, dass die Hemmung der Kinasen die Integrität der 

Zellrasen nicht störte (Abb. 54, Abb. 55; vgl. Beispielfilm A32, B27, C33). Auch die 

rHla-vermittelte parazelluläre Lückenbildung änderte sich nicht (Abb. 54, vgl. 

Beispielfilm A36, B31, C37). Allerdings war bei Verwendung von SB202190 eine 

vermehrte Vesikelbildung zu beobachten (Abb. 55; vgl. Beispielfilm A32, A36, B27, 

B31, C33, C37). 

 

 
Abb. 54: Änderung der durch Zellen bedeckten Fläche der Kulturschale nach rHla-Zugabe und Inhibition 

der p38-MAP-Kinasen durch SB202190 (SB). Obere Reihe: Zugabe von 2000 ng/ml rHla. Als Kontrolle 

diente PBS. Untere Reihe: 15 min Vorinkubation mit 10 µmol/l SB und Zugabe von 2000 ng/ml rHla. Als 

Kontrolle diente der Ansatz mit SB ohne rHla. Die Kurven repräsentieren Mittelwerte mit n=Anzahl der 

unabhängigen Zellpräparationen. Für n>2 sind die Standardabweichungen im stündlichen Abstand und 

die Signifikanzen (*=signifikant mit p<0,05) angegeben. 

 

 
Abb. 55: Time lapse-Aufnahmen (Ph) mit der Biostation IM nach Inhibition von p38 MAP-Kinasen durch 

SB202190 (SB). Bildung parazellulärer Lücken (weiße Pfeile) und von Vesikeln (blaue Pfeile). Obere 

Reihe: Zugabe 10 µmol/l SB, t=24 h. Untere Reihe: Zugabe von 10 µmol/l SB und 2000 ng/ml rHla, 

t=24 h. 

 








































































































































































