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1. Einleitung

Eine chronisch obstruktive Bronchitis liegt laut Definition der WHO vor, wenn bei
einem Patienten in zwei aufeinander folgenden Jahren wéhrend mindestens drei
aufeinander folgenden Monaten pro Jahr produktiver Husten bestand. Bei diesen
Patienten flhrt eine Infektion der unteren Atemwege zu einer signifikant schlechteren
Erholung, mit potentiell anhaltender Einschrankung der Lungenfunktion. Als
pathogene Keime kommen hier zum einen Haemophilus influenzae - oft gemeinsam
mit Pneumokokken - Moraxella catarrhalis, Staphylococcus aureus und Klebsiella
pneumoniae, zum anderen Viren wie Rhinovirus, Influenzaviren oder Adenoviren und
Mykoplasmen vor. Bei fortgeschrittenen schweren Fallen tritt zudem ein Wandel des
Erregerspektrums ein, man findet zum Beispiel Enterobakterien, Proteus oder
Pseudomonas. Besonders auffallend und in dieser Arbeit von besonderem Interesse
sind Infektionen mit Nontypeable Haemophilus influenzae (NTHi), ein Bakterium,
welches bei einem immunkompetenten Erwachsenen nur selten zu einer manifesten

Erkrankung fuhrt.

1.1 Risikofaktoren zur Entwicklung einer COPD

Eine wichtige Ursache zur Entwicklung einer chronischen Bronchitis stellt
Tabakrauch dar, etwa 90 % der Bronchitiker sind Raucher oder Ex-Raucher.
Allerdings entwickeln nur 20% der Zigarettenraucher eine COPD, so dass genetische

Faktoren eine Rolle spielen missen.



An zweiter Stelle der Ursachen steht die Luftverschmutzung durch Feinstaub oder
Schwefeldioxid (SO2), vor allem im Bergbau.

Interessant ist, dass Kinder, die in einem Alter unter 14 Jahren an einer Bronchitis,
Pneumonie oder Keuchhusten erkrankten, als Erwachsene niedrigere FEV;- und
FVC-Werte (forciertes Expirationsvolumen in der ersten Sekunde und forcierte
Vitalkapazitat bei schneller Expiration) als vergleichbare gesunde Erwachsene
zeigten. Das allein zeigt zwar noch keine pathologischen Auswirkungen, diese
Personen sind aber auch anfalliger gegentber den negativen Auswirkungen weiterer
inhalativer Noxen wie Tabakrauch oder Luftverschmutzungen. Insgesamt weisen
sie durchschnittlich kleinere Lungen auf — das Wachstum wird anscheinend
gemindert (22). Die Ursache-Wirkungs-Beziehung ist dabei allerdings fraglich, da die

Lunge nur in den ersten beiden Lebensjahren wesentlich an Grol3e zunimmt.

1.2 Modulatoren der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung

Die Infektionsexazerbation spielt als Modulator der COPD eine entscheidende Rolle.
Als Krankheitserreger kommen wie oben bereits genannt vor allem Haemophilus
influenzae, Moraxella catharralis und Streptococcus pneumoniae in Frage. Es wurde
in Studien (12) in 40 bis 50% der Falle eine Exazerbation der COPD aufgrund der
bakteriellen Besiedlung und daraus resultierender Infektion festgestellt. Genutzt
wurden die folgenden Nachweismethoden: Die bronchoalveolare Lavage (= BAL)
zeigte eine bakterielle Infektion bei ca. 50 % der Patienten mit Exazerbation der
COPD im Vergleich zur Kontrollgruppe (Patienten mit stabiler COPD). Gemessen
wurden Unterschiede bei Neutrophilen- und Lymphozytenzahl sowie bei Lysozym-

Mengen. Auf molekularer Ebene wurden die Oberflaichen-Antigene der Erreger in
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einer longitudinalen Studie erfasst, um unterschiedliche Stamme von Haemophilus
unterscheiden zu konnen, und zu entscheiden, wie es zu einer Exazerbation
kommen kann. Dabei kam heraus, dass Haemophilusstamme, die eine
Verschlechterung der COPD ausldsen signifikant hohere Adharenz an Epithelzellen
und grolRerer Mengen Ausschittung von Interleukin 8 zeigen (15).

Eine prospektive Studie (22), in welcher Bakterienisolate von Patienten mit COPD
untersucht wurden, zeigte, dass der Erwerb eines neuen Stamms von NTHi, M.
catarrhalis oder S. pneumoniae mit einem deutlich erhdhten Risiko einer
Exazerbation verbunden ist. Diese Beobachtung lasst vermuten, dass stamm-
spezifische Immunantworten auf pathogene Keime auftreten, und keine generelle
Immunitat gegenidber dem Erreger zu erwarten ist. Dies erklart zumindest teilweise
die rezidivierenden Infektionen bei COPD-Patienten bei gleich bleibendem
Erregerspektrum. Patel et al. (17) untersuchten Symptome, Sputum-Kulturen und
Exazerbationsraten und stellten fest, dass Besiedlung des unteren Respirationstrakts
wahrend der stabilen Phase den Charakter und die Haufigkeit von Exazerbationen
bei COPD verandert. Eine Erklarung fur diese Feststellung konnten sie jedoch nicht

finden.

1.3 Der bakterielle Erreger Haemophilus influenzae

Haemophili influenzae sind kleine (1 x 0,3 um), nicht-sporenbildende, gramnegative
Bakterien. Das Bakterium benotigt Wachstumsfaktoren, die von Erythrozyten
bereitgestellt werden konnen, daher erhielt es den Namen Haemophilus
(,Blutliebend®). Neben den nontypeable Haemophilus influenzae gibt es sechs

Typen, die mittels ihrer Kapsel klassifiziert werden kdonnen (Typ A bis F). Die
-11 -



Fahigkeit zur Ausbildung einer Kapsel ist von Bedeutung fur die Klinik, da sie einen
wichtigen Virulenzfaktor darstellt. Haemophilus influenzae Typ B ist der wichtigste
Keim der kapseltragenden Gruppe.

Manifestationen einer Infektion mit Haemophilus influenzae Typ B zeigen sich in
multiplen Krankheitsbildern. Die schwerste Manifestation ist mit Sicherheit die akute
Meningitis, welche vor allem bei Kindern unter 2 Jahren auftritt. Haufig geht dieser
eine Infektion des oberen Respirationstraktes voraus. Die klinischen Symptome sind
Fieber und Defizite des zentralen Nervensystems, wobei eine Nackensteife oft fehlt.
Bei Fortschreiten der Infektion treten epileptische Anfalle oder Koma auf, fulminante
Formen kdnnen mit dem Tod des Kindes innerhalb weniger Stunden enden. In den
meisten Fallen entwickelt sich die Infektion allerdings Gber mehrere Tage, beginnend
mit einer milden Infektion der Atemwege, gefolgt von einer ausgepragten
Verschlechterung des Allgemeinzustandes, fokalen oder generalisierten
epileptischen Anfallen, Hemiparese oder anderen neurologischen Ausfallen sowie
einer gespannten vorderen Fontanelle als Zeichen des gesteigerten Hirndrucks. Die
Mortalitat bei optimaler Therapie liegt bei weniger als 5 %, viele der Patienten
behalten allerdings Residuen fur den Rest ihres Lebens.

Eine weitere lebensgefahrliche Manifestation ist die Epiglottitis, die eine akute und
fulminante Obstruktion der Atemwege darstellt. Auch hier sind die Patienten meist
zwischen zwei und sieben Jahren alt. Klinisch zeigen sich Halsschmerzen, Fieber,
und Dyspnoe, die sich rasend schnell zu einer Dysphagie entwickelt. Innerhalb
weniger Stunden tritt eine Verschlechterung auf, die ohne adaquate Therapie zum
Tod des Patienten durch Sauerstoffmangel und fulminanter Sepsis fuhrt. Mildere
Formen der Epiglottitis kbnnen sich Uber 7 Tage hinziehen, bevor es zur akuten

Verschlechterung kommt.
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In der Padiatrie manifestieren sich Infektionen mit Haemophilus influenzae Typ B des
Weiteren durch Pneumonien, septische Arthritiden sowie Bakteriedmien ohne
Fokus.

Nontypeable Haemophilus influenzae - Stamme (NTHi), die keine Kapsel bilden
konnen, sind keine Variation, sondern eine genetisch eigenstandige Form. Sie sind in
ihren Genotypen sehr viel heterogener als die kapselbildenden Bakterien.
Dementsprechend vielfaltig sind die klinischen Manifestationen: Otitis media (25 %
aller Falle durch NTHi), Exazerbationen einer COPD, Sinusitis, neonatale bzw.
postpartale Sepsis und Konjunktivitis sind die Wichtigsten.

Im oberen Atmungstrakt sind die NTHi Teil der Normalflora, im Zusammenhang mit
chronischer Bronchitis finden sie sich auch im unteren Respirationstrakt - allerdings
handelt es sich um einen dynamischen Prozess, bei dem es zu periodischen
Wechseln der Stamme kommt. Die Typisierung kann hierbei tber OMP (= outer
membrane protein), Restriktionsendonuklease, Elektrophorese, RAPD (= randomly
amplified polymorphic DNA), Ribotypisierung, PCR (= Polymerase chain reaction)
und Pulsfeldelektrophorese erfolgen. All diese Untersuchungen tragen zur Klarung
der Frage bei, ob bei Erwerb eines neuen Stamms auch eine Verschlechterung der
COPD eintritt.

NTHi wurde lange als ein extrazellularer Keim betrachtet, basierend auf der Bindung
an Muzin und der Adharenz an bronchiale Epithelzellen. Neuere Erkenntnisse (3,4)
zeigen, dass es sowohl extra- als auch intrazellulare Nischen des Keims gibt.
Haemophilus influenzae bindet danach Uber seine Oberflachenmembran-Proteine,
beispielsweise OMP 2, 5 und 6, an Muzin der Epithelzellen und dringt so in diese ein
(22). Diese Membranproteine unterliegen haufig Punktmutationen, die das Bakterium
gegen die Immunabwehrreaktion des menschlichen Korpers resistent machen.

AulBerdem sind die intrazellularen Bakterien vor einer antibiotischen Behandlung
-13-



geschitzt. Direkt folgt daraus eine chronische Entzindung, indirekt wird der
schadigende Effekt von beispielsweise Tabakrauch verstarkt. Hieraus resultiert dann
eine anhaltende Epithelzellaktivierung mit prolongierter Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine. Die Auswirkungen sind Bronchokonstriktion, erhdhte

Schleimproduktion und Epitheldurchlassigkeit, dargestellt in Abb. 1.

Auslésende Faktoren (z.B. Tabakrauch, kindliche
Infektionen)

A

Ziliarbeweglichkeit
/ nimmt ab
Bakterielle

Bronchialepithelschaden Kolonisation

\ Bakterielle
A4 Produkte Entziindung

Fortschreiten
der COPD

\ Antielastase/Elastase Elastaseaktivitat
veréndert steigt

A

Abb.1 Teufelskreistheorie

Bei diesem Teufelskreis nimmt die Ziliarbeweglichkeit ab, es wird mehr Schleim gebildet —
im Zusammenwirken mit Tabakrauch fuhrt das zur Persistenz der Bakterien. Daraus
resultieren wiederum Epithelschaden und Ausschittung erhdéhter Mengen an
proinflammatorischen Zytokinen, verantwortlich v. a. fir neutrophile Chemotaxis (22).

Nachgewiesen wurden die intrazellularen Bakterien und das Eindringen Uber
Hybridisation und Immunofluoreszenz-Mikroskopie. Intrazellulare Bakterien wurden
bei keinem gesunden Probanden gefunden, jedoch bei etwa einem Drittel der
stabilen COPD-Patienten und bei etwa 85% der Patienten mit exazerbierter COPD —
diese Beobachtung bestatigt den Verdacht einer intrazellularen Infektion bei der

Pathogenese der Exazerbation. Es zeigt aul3erdem, dass H. influenzae die Ursache
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von Exazerbationen sein kann, auch wenn kein Nachweis des Bakteriums im Sputum

erfolgen konnte.

1.4 Molekulare Mechanismen der Pathogenese

Zu Beginn dieser Arbeit war zur Pathogenese und den Wechselwirkungen zwischen
NTHi und Wirtszelle nicht viel bekannt, mittlerweile gibt es ein paar interessante
Erkenntnisse.

Das Bakterium exprimiert verschiedene Adhéasine, deren Expression
unterschiedlichen Regulationen unterliegen. Interaktionen mit extrazellularen
Matrixproteinen wie Vitronektin, Laminin und Kollagen IV spielen wahrscheinlich eine
entscheidende Rolle bei der Kolonisation des Respirationstrakts. In einer Studie (27)
wurden die Gene des NTHi wahrend der Interaktion mit epithelialen Zellen des
Bronchialsystems charakterisiert. Verschiedene Gengruppen konnten unterschieden
werden, darunter Gene fur metabolische Prozesse, Stress-Antwort und Zellhillen-
Biosynthese. Des Weiteren wurden einige Gene ohne bekannte Funktion vermehrt
exprimiert.

Die Lipooligosaccharide (LOS) der NTHi spielen vermutlich eine wesentliche Rolle fir
Adhéarenz, Pathogenese und Wirt-Antwort. Viele Studien untersuchten bereits die
Struktur und die Biosynthese dieser Molekile, momentan wird ihre komplexe Rolle
bei der Kolonisation untersucht. Es konnte gezeigt werden (26), dass die
Acetylierung von Lipid A eine wichtige Rolle in der Kolonisation spielt, und dass die
Acetylierung von LOS die humane Abwehrempfindlichkeit beeinflusst, indem es
sowohl die Fahigkeit der Kolonisation als auch die der Invasion verandern kann (24).

Die LOS verandern ihre Struktur durch Acetylierungen, Inkorporation von Cholinen
-15 -



und Schwefelbrickenbindungen und beeinflussen dadurch die Interaktion zwischen
Wirt und Mikroben — die genauere Untersuchung dieser Mechanismen konnte dazu
beitragen, neue Strategien zur Pravention der Kolonisation zu etablieren.

Der Schritt von der Kolonisation, also der Besiedelung des Wirts ohne dass es zu
einer Krankheit kommt, zur Infektion — der manifesten Krankheit mit typischen
Symptomen wie Fieber - erfolgt durch lokale Invasion der Schleimh&ute - nicht wie
bei Haemophilus influenzae Typ B, welches sich lber die Blutbahn ausbreitet. Bei
einer durch NTHi ausgeldsten Otitis media breitet sich das Bakterium direkt vom
Nasopharynx Uber die Eustach’sche Rohre bis in das Ohr aus. Bei Patienten mit
COPD, die eine chronische Kolonisation mit Haemophilus zeigen, kommt es zu einer
Infektion, wenn bisher weitgehend unbekannte Faktoren das Verhéltnis von Wirt und

Keim storen.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Die bisher genannten Informationen geben Anlass, die Interaktion zwischen NTHi
und bronchialen Epithelzellen genauer zu untersuchen und sind die Grundlage zu
dieser Doktorarbeit. Zu Beginn war geplant, zellkulturelle Bedingungen, unter denen
das Bakterium eine epitheliale Immunantwort hervorrufen kann, zu testen. Es sollten
verschiedene Versuchsbedingungen geschaffen werden, um Faktoren, die von der
Kolonisation zur Infektion flihren, zu identifizieren.

In einem weiteren Schritt sollten verschiedene Stamme des nicht typisierbaren

Haemophilus influenzae auf Unterschiede der Entziindungsreaktion hin untersucht
-16 -



werden. Letzteres bildete die Basis einer zweiten Doktorarbeit, die noch nicht
vollendet wurde.

Zielsetzung der Arbeit war die Entwicklung eines zellkulturellen Modells an
bronchialen Epithelzellen zur Untersuchung der Pathogenitat einzelner Isolate von
Haemophilus influenzae.

Als Marker fur die Starke der Entzindungsreaktion wurde Interleukin 8 eingesetzt,
ein proinflammatorisches Regulatorprotein. Dieses Protein spielt eine Hauptrolle in
der Immunantwort indem es neutrophile Granulozyten im entzindeten Gewebe

rekrutiert.
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2. Methodenteil und Material

2.1 Zellkulturelles Arbeiten mit BEAS-2B

Die bronchoepitheliale Zelllinie BEAS-2B stammt von einer normalen menschlichen
bronchialen Epithelzelle, welche durch Transformation mit SV40-Adenoviren
immortalisiert wurde, ab (American Type Culture Collection, Rockville, MD, 21).
Werden diese Zellen fetalem Rinderserum ausgesetzt, induziert dies die
Ausdifferenzierung in bronchiale Epithelzellen. Diese Zellen eignen sich sehr gut fur
zellkulturelles Arbeiten, da sie auch nach vielen Passagen unverdnderte
Eigenschaften aufweisen. Die Zellenlinie BEAS-2B wurde kultiviert in  mit Kollagen
beschichteten Kulturflaschen (75 cm?® Sarstedt) in 15 ml Medium RPMI 1640,
versetzt mit 10% fetalem Rinderserum und 1% der Antibiotika Penicillin und
Streptomycin (= P/S). Sie wurden in einem Brutschrank bei 37° C und 5%-CO:2
aufbewahrt. Bei einer Zelldichte von etwa 75% wurden die Zellen gesplittet. Dazu
wurden sie mit 2 ml Trypsin-EDTA-LOsung (0,05% Trypsin und 0,02% EDTA in
gepufferter Salzlésung PBS, Ca- und Mg-lonenfrei) 1 Minute angedaut, resuspendiert
in 10 ml RPMI 1640, zentrifugiert fur 10 Minuten bei 1200 RPM (= Rotations per
minute) und Raumtemperatur (= RT), erneut suspendiert in 15 ml frischem Medium
und mit einer Zelldichte von etwa 100.000 Zellen pro Flasche neu ausgeséat. Die
Zellzahl wurde mit Hilfe einer Zahlkammer bestimmt, zur Berechnung der Zellzahl pro

Milliliter in der Kulturflasche wurde folgende Formel genutzt:

Mittelwert der 4 Quadrate x Verdinnungsfaktor x 10.000 = Zellzahl/ml

-18 -




Vor der Stimulation mit NTHi wurden je 50.000 Zellen pro Well in einer kollagen-
beschichteten Six-Well-Platte  (Sarstedt) ausgesat. Es wurden jeweils 3 ml
komplettes Medium RPMI 1640 zugefiigt. Nach 36 Stunden bei 37° C und 5% CO,
waren die Platten zu 60% (300.000 Zellen/Well) bewachsen. Dieses

Wachstumsverhalten wurde mit Hilfe einer Wachstumskurve ermittelt.

1x106

800x103

600x103

400x103

Zellzahl absolut

200x103

Zeit in Tagen

Abb.2: Wachstumskurve der BEAS-2B-Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte aus n = 5

Einzelexperimenten +/- Standartabweichung.
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Die Bakterien konnten dann mit den NTHi stimuliert werden. Dazu wurde wahrend
der Dauer des Versuchs das regulare Nahrmedium durch 3ml Medium RPMI 1640
ohne Antibiotikazusatz ersetzt. Nach der Einwirkdauer der Bakterien von 30 bzw. 60
Minuten wurden 3 ml RPMI 1640, versetzt mit 1 % Penicillin und Streptomycin,
0,05 % Ciprofloxacin sowie 10% fetalem Rinderserum (= FCS) in die Six-Well-Platten

gegeben.

2.2 Bakterienkultur NTHi ATCC 49247 und Wachstumsbedingungen

Der NTHi-Stamm 49247 (ATCC) ist ein Isolat eines 76jahrigen Patienten mit
Pneumonie. Er wurde im Januar 1984 aus dem Sputum dieses Patienten isoliert. Er
wird unter anderem zur Qualitatskontrolle fur Antibiotika-Streifen genutzt.

Das Bakterium bendtigt zum Wachstum zwei Wachstumsfaktoren, die als X- und V-
Faktor bezeichnet werden. Diese beiden Faktoren enthalten nicht eine einzelne
Substanz. X-Faktor enthélt ein hitzeresistentes eisenhaltiges Pigment, welches
Protoporphyrine, notwendig zur Katalase, Peroxidase und Zytochromierung der
Elektronentransportkette, beinhaltet. V-Faktor ist ein hitzebestédndiges Koenzym,
welches aus Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADP) oder aus
Nikotinamid-Nukleotid stammen kann. Diese Stoffe sind in Erythrozyten enthalten,
sie mussen aber, um das Wachstum der Bakterien zu erméglichen, aus den Zellen
freigesetzt sein. Aus diesem Grund wird Kochblutagar zur Kultivierung verwendet.
Das Bakterium wachst auf diesem Agar (auch ,Schokoladenagar® genannt) bei 5%
CO2 und einer Temperatur von 37° C im Brutschrank. Alle 36 Stunden wurden die

Platten Gberimpft.
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2.3 Bestimmung der MOI

Eine MOI (= Multiplicity of Infection) entspricht der Anzahl der pathogenen Keime, die
auf eine Epithelzelle kommen, also bedeutet MOI 10, dass auf eine Epithelzelle zehn
Bakterien kommen.

Es wurde die nephelometrische Methode nach McFarland genutzt um
Bakterienmengen zu bestimmen. Der McFarland-Standard (eine Barium-Sulfat-
Tribung) dient der Einstellung der Keimdichte (Kolonie bildenden Einheiten =
CFU/ml) einer Bakteriensuspension. Es wird zur Herstellung des McFarland-
Standard 0,5 (gemessen mit Licht einer Wellenlange von 600 nm) eine Lésung mit
0,05 ml 1%-iger Bariumchlorid-LOsung und 9,95 ml 1%e-iger Schwefelsaure
hergestellt, deren Tribungsgrad mit den Bakteriensuspensionen verglichen wurde.
Mit einer sterilen Ose wird eine Bakterienkolonie von einer Platte genommen und in
1000 pl PBS suspendiert. Die Bakteriensuspension wird durch Hinzufiigen von PBS
auf die gleiche Dichte wie der McFarland-Standard 0,5 eingestellt. Sie enthalt 10°
Haemophilus/ml. Von dieser ersten Suspension werden 100 pul in 900 pl PBS geldst,
aus diesem Gemisch dann erneut 100 pl in wiederum 900 pl PBS usw., sodass in
jedem Gefal3 ein Mischungsverhaltnis von 1/10 vorliegt. Aus den Verdinnungsstufen
werden jeweils 100 pl auf Kulturplatten ausgestrichen und 48 Stunden bei 37°C und
5% CO2 inkubiert. Anschlielend wird die Anzahl der Kolonien einer Platte
ausgezahlt und mit dem  Verdinnungsfaktor  multipliziert, um  die

Ausgangskonzentration der Bakterienlésung zu bestimmen.
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Verdiunnungsreihe der Bakterienanzahl/100pl
Bakteriensuspension (CFU)
ODgy 0,5 10%/ml (per Definition)

10° 4x10°%100pl

10" 400.000/100ul

10° 40.000/100pl

10° 4000/100ul

10" 400/100ul

10° 25/100pl

10° 1/100pl

Tab.1. Verdunnungsreihe ausgehend von einem McFarland 0,5 bei einer OD von 600 nm. Dies
entspricht laut Definition einer Bakterienkonzentration von 10° /ml. Von den Verdiinnungen wurden
jeweils 100 pl auf eine Kochblutagarplatte pipettiert und ausgestrichen, nach einer Wachstumszeit von
48 Stunden bei 37°C und 5% CO2 wurden die CFU ausgezéhlt bzw. hochgerechnet. Dies bildet die
Grundlage zur Bestimmung der MOI.

2.4 Inaktivierung von Haemophilus influenzae (Stamm NTHi 29247)

NTHi wurde fur die Dauer von 24 Stunden in eine Ldsung 0,3%iges Formalin
gegeben, die Konzentration der Bakterien wurde nach McFarland auf 0,5 ODgg
eingestellt. Nach einem Tag wurden die Bakterien drei Mal mit PBS gewaschen,
dazu wurden sie bei 5000 RPM 5 Minuten lang abzentrifugiert.

Die erhaltenen abgettteten Bakterien wiesen auf Kochblutagar kein Wachstum mehr
auf. Sie wurden in Aliquots bei -80° C aufbewahrt und jeweils fur die Versuchsreihen

aufgetaut.

2.5 Proteinpréparation von Haemophilus influenzae (bakterielle Sonikate)

Zwei gut mit Haemophilus influenzae bewachsene Platten (48-Stunden-Kultur)
wurden in 5 ml PBS eingerthrt und auf Eis in 5ml Falcon-Tubes gestellt. Danach

-22 -




wurden die Losungen bei 5000 RPM fir 7 Minuten zentrifugiert, resuspendiert in 2 ml
PBS und in einer Verdiinnung von 1/10 wurde die optische Dichte gemessen. Alle
Suspensionen wurden auf einen McFarland-Standard 5 (600 nm) eingestellt, indem
das entsprechende Volumen in die Falcon-Tubes gefillt wurde. Die erhaltene
Suspension wurde wieder bei 5000 RPM fiir 7 Minuten zentrifugiert, der Uberstand
wurde verworfen. Das Pellet wurde in 400 ul sterilem Wasser resuspendiert, dadurch
wurden die Bakterienwdnde osmotisch aufgeldst. Es folgte die Behandlung mit
Ultraschall (auf Eis), je 2 Minuten bei einer Intensitat von 80 Watt — das ganze wurde
pro Versuchsansatz zweimal durchgefiihrt. In der Zwischenzeit wurden die Proben
auf Eis gelagert. Die Sonikate wurden bei 14000 RPM und Raumtemperatur 20
Minuten lang zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand entsprach einem gemischten
Proteinextrakt (Membranproteine und zytosolische Proteine) und wurde nach dem
Protein-Test nach Lowry auf seinen Proteingehalt getestet. Die Aliquots wurden bei -

80°C eingefroren.

2.6 Sterile Filtrate

Die sterilen Filtrate wurden aus NTHi 49247 hergestellt. Die Bakterien der
Konzentration MOI 10 wurden mit 0,3 prozentigem Formalin abgetttet, fur 24
Stunden in PBS in Falcon-Tubes bei Zimmertemperatur belassen. Anschlielend
wurden sie zentrifugiert bei 5000 RPM und durch sterile Filter (Minisart sartorius) der
PorengroRe 0,20 um geschickt. Die erhaltene Losung zeigte nach Auftragen auf
Kochblutagar nach 48 Stunden kein Wachstum. Die Aliquots wurden bei -20°C

aufbewahrt und innerhalb weniger Wochen verwendet.
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2.7 Interleukin-8 ELISA

Es wurde ein Endogen Human Interleukin-8 ELISA (EH2-IL8) verwendet. Die Proben
wurden in Duplikaten auf 96 Wells aufgetragen, als Negativ-Probe wurde destilliertes
Wasser (Aqua dest.) eingesetzt. Als Standard-Verdunnungsmittel kam ebenfalls
destilliertes Wasser zum Einsatz. Nach einer Inkubation von 1 Stunde wurde die
Platte drei Mal mit Waschpuffer gewaschen. Es wurden 50 pl des biotynilierten
Antikorpers zugefugt, die Antikdrper wurden ebenfalls 1 Stunde auf der Platte
belassen. Nach dreimaligem Waschen wurden 100ul Streptavidin-Lésung
aufgetragen. Nach 30 Minuten erfolgte ein Waschschritt, danach wurden 100l TMB
(= Tetramethylbenzidin) Substratlosung hinzugefiigt. Die Reaktion wurde nach 30
Minuten in Dunkelheit durch Zugabe von 100upl Stoppldésung angehalten. Die
Absorption wurde in einem Standard ELISA-Reader bei 450 und 550 nm gemessen.
Die Daten wurden anschlielend mit den Programmen Sigma-Plot und Sigma-Stat

analysiert.

2.8 Konzentrations- und zeitabhangige Stimulation bronchialer Epithelzellen

Im ersten Versuch wurden die bronchialen Epithelzellen mit verschiedenen
Konzentrationen und fir verschiedene Inkubationszeiten mit NTHi stimuliert. Es
wurden MOIs von 0,1; 1; 10; 25 und 100 eingesetzt. Die Inkubationsdauer betrug fur

jede MOI 30 und 60 Minuten (siehe Skizze zum Versuchsaufbau).
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Versuchsaufbau:

NTHi gel6st in PBS, in einer Konzentration von MOI 0,1. Es werden je 0,66 pl der Lésung
auf die Six-Well-Platten pipettiert.

— Falcontube mit Bakteriensuspension MOI 0,1 (bzw. MOI 1, MOI 10, usw.)

2x MOI 0,1, Inkubationszeit 30 Minuten,

Uberstand (2x 500 pl) wird nach 2 Stunden geerntet
Q O 2x MOI 0,1, Inkubationszeit 30 Minuten,

Uberstand wird nach 4 Stunden geerntet

2x MOI 0,1, Inkubationszeit 30 Minuten,

Uberstand wird nach 8 Stunden geerntet

2x MOI 0,1, Inkubationszeit 30 Minuten,
Uberstand wird nach 24 Stunden geerntet
Q 2x MOI 0,1, Inkubationszeit 30 Minuten,
Uberstand wird nach 36 Stunden geerntet
2x MOI 0,1, Inkubationszeit 30 Minuten,
Uberstand wird nach 48 Stunden geerntet,

Six-Well-Platten mit je 2 Wells unter den gleichen Versuchsbedingungen. Die Wells
enthalten je 300.000 BEAS-2B Zellen, 3 ml RPMI-Medium und 66 pl der Bakterienldsung.

Abb.3: Versuchsaufbau der MOI- und Zeitabh&ngigkeit. Es wurden alle weiteren Versuche
nach dem gleichen Aufbau durchgefiihrt.
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Nach der Inkubationszeit wurden die Bakterien samt des Nahrmediums aus den
Wells abgesaugt, die Platten wurden dreimal mit PBS gewaschen und anschlie3end
mit 3ml kompletten Medium RPMI 1640, versetzt mit Penicillin, Streptomycin und
Ciprofloxacin, aufgeflllt. Dieser Zeitpunkt entsprach dem Punkt Null. In
Zeitabstanden von 2, 4, 8, 24, 36 und 48 Stunden wurden Uberstéande (2 x 500 pl)
aus den Wells entnommen, fir zehn Minuten bei RPM 2000 zentrifugiert, und in
Eppendorfcups bei -20 °C aufbewahrt. Kurze Zeit spéater wurden die Interleukin-8
ELISA durchgefiihrt und die restlichen Proben auf Dauer bei -80°C gelagert. Als
Negativprobe wurden die Uberstande von unbehandelten Epithelzellen verwendet.
Eine Positiv-Kontrolle erfolgte bei jeder Versuchsreihe durch Stimulation mit

10 pg/ml TNF-a.

2.9 Bronchialepitheliale Stimulation mit inaktivierten Haemophilus influenzae

Es wurden bronchiale Epithelzellen mit der MOl 10 und abgettteten NTHi der
gleichen Konzentration fir 60 Minuten behandelt. AuRerdem wurden abgetotete
NTHi der MOI 10 fir 24 Stunden auf den Epithelzellen gelassen, der Mediumwechsel
zu antibiotikahaltiger Nahrlosung entfiel hierbei. Als Negativkontrolle wurde
komplettes Nahrmedium benutzt, als Positiv-Probe TNFa (10 pg/ml). Der Uberstand

wurde nach 4, 8 und 24 Stunden entnommen.
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2.10 Stimulation mit sterilfiltrierten bakteriellen Uberstanden

Es wurden alle Versuchbedingungen der vorangegangenen Versuche tbernommen.
Zusatzlich wurden die sterilen Filtrate der NTHi in MOI 10 fir 24 Stunden in den
Wells belassen. Ein Mediumwechsel wurde nur bei den lebenden Bakterien und bei
der Negativkontrolle durchgefiihrt, die Uberstande wurden nach 4, 8 und 24 Stunden
entnommen. Als Negativ-Kontrolle wurde N&ahrmedium, als Positiv-Kontrolle

abgetdtete NTHi in der Konzentration MOI 10 eingesetzt.

2.11 Bronchialepitheliale Stimulation mit Proteinpréparation von Haemophilus

influenzae (Sonikate)

Die Sonikate wurden in den Proteinmengen 1, 3 und 10 ug eingesetzt und fur 24
Stunden auf den BEAS-2B Epithelzellen belassen. Ein Mediumwechsel wurde nicht
durchgefiihrt. Die Uberstande wurden nach 4, 8 und 24 Stunden entnommen und
mittels ELISA wurde die IL-8 Konzentration bestimmt. Als Negativ-Kontrolle wurde
Nahrmedium, als Positiv-Kontrolle abgetdotete NTHi in der Konzentration MOI 10

verwendet.

2.12 Statistik

Es wurden jeweils acht bis zehn Vertiefungen der Six-well-Platte mit einer Bedingung
stimuliert (n = 8 bis 10). Nach Auswertung der Proben mittels ELISA-Reader der

Firma Molecular Devices wurden die Standardkurve und die Ergebniswerte mit dem
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Programm Softmax (Molecular Device) ermittelt. Die Daten wurden unter
Verwendung der Software Sigmastat 2.0 (SPSS, Jandel Scientific, Erkrath) auf ihre
statistische Signifikanz gestestet. Alle Daten wurden als Median +/- Standardfehler
des Medianwertes (SEM) dargestellt. Sofern keine Normalverteilung der Einzelwerte
vorlag, wurde fur Gruppenvergleiche der nicht-parametrische
Mann-Whitney-Rank-Sum-Test verwendet. Aullerdem wurde der Student’s t-Test fur
unverbundene Stichproben durchgefuhrt. Ein p-Wert kleiner 0,05 wurde als
signifikant gewertet. Die in den Abbildungen dargestellten Signifikanzzeichen sind
wie folgt abgekirzt: n.s. bedeutet nicht signifikant, * entspricht einem p zwischen

0,05 und 0,01 und ** entspricht einem p unter 0,01.

2.13 Auflistung der Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Alle unten nicht erwdhnten Standardlosungen wurden bezogen von Roche,

Mannheim.

Agar-Agar, IsoVitalex, getrocknetes Merck, Darmstadt
Hamoglobin (ergibt Kochblutagar)
BEAS-2B Zellen American type cell culture collection (ATCC,

Manassas, VA).

Fotales Kalberserum (FCS) Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Formaldehydlésung 37% Grussing GmbH, Filsum

IL-8 ELISA Set Pierce-Endogen (Rockford, IL).

Haemophilus influenzae 49247 American type cell culture collection (ATCC,

Manassas, VA).
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PBS Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

Penicillin, Ciprofloxacin, Streptomycin Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

RPMI 1640 Medium Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Trypanblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Trypsin/EDTA Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
TNF-a Sigma (Munchen, Deutschland)

Kollagen beschichtete Kulturflaschen 75 cm?®, Sarstedt, Nurnbrecht
kollagen-beschichtete Six-Well-Platten Sarstedt, Nurnbrecht
Pasteur Pipetten Sterile Einmal-Pipetten, LP ITALIANA SPA,

Mailand, Italien

Reaktionsrohrchen BD Falcon TM 5 ml, BD Biosciences,
Heidelberg
Reaktionsgefale Eppendorf-Gefalie 0,5 ml; 1,5 ml; 2 mi;

Eppendorf AG, Hamburg

sterile Filter Porengrofe 0,20 um Minisart, Sartorius
(Gottingen)
Petrischalen Bottger oHG, Bodenmais
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3. Ergebnisse

3.1 Konzentrations- und zeitabhéangige Stimulation bronchialer Epithelzellen

IL-8 Proteinkonzentrationen in den Uberstanden humaner bronchialer Epithelzellen
wurden mittels IL-8 ELISA gemessen. NTHi fuhrt zu einer signifikanten zeit- und
konzentrationsabh&ngigen Aktivierung humaner bronchialer Epithelzellen. Inkubation
der Epithelzellen mit ausschlie3lich komplettem Medium fur eine Dauer von 2 bis 48
Stunden zeigten kaum ansteigende IL-8-Spiegel. Wurden die Epithelzellen mit
Bakterien stimuliert, stieg die IL-8-Produktion nach 4 Stunden signifikant an, der
Peak wurde nach 24 Stunden erreicht. Auch nach 48 Sunden wurden noch erhéhte
Werte von IL-8 in den Uberstanden gefunden. Fiur den deutlichen Anstieg wurde eine
Konzentration von MOI 10 bendtigt. Dies bedeutet, dass auf eine Epithelzelle 10
Bakterien kommen muassen, damit eine Entzindungsreaktion stattfindet. Kein
wesentlicher Anstieg zeigten Epithelzellen nach einer Behandlung mit NTHi der
Konzentrationen MOI 0,1 und 1. Die Interleukin-8-Ausschittung bei Stimulation mit
diesen geringen Bakterienkonzentrationen erreichte maximal die Mengen der
Negativkontrolle, sowohl bei einer Inkubation von 30 Minuten als auch bei 60
Minuten. Zwischen der MOI 10 und der MOI 25 zeigten sich Unterschiede besonders
deutlich nach 4 Stunden (205,5 pg/ml vs. 996,1 pg/ml IL-8), im weiteren Verlauf
glichen sich die gemessenen IL-8-Werte an. Nach 24 Stunden war der Unterschied
zwischen den beiden Konzentrationen nicht mehr signifikant.

Die starkste Reaktion trat bei der Konzentration von MOl 100 bei der
Inkubationszeit von 60 Minuten auf, der maximal gemessene Wert lag bei 2985 pg/ml

IL-8. Nach 36 Stunden fallt der Wert deutlich ab, was auf eine Schadigung der BEAS-
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2B-Zellen hinweist. Bestatigt wird dies auch durch den stabilen Verlauf der Reaktion
auf eine MOI 10 - hier tritt nach 36 Stunden kein deutlicher Abfall der
ausgeschiitteten Interleukinmenge auf, da die Epithelzellen nicht absterben.
Verglichen mit der Positiv-Kontrolle TNF-o war die Stimulation mit NTHi ein
schwacherer Reiz, das Niveau der Interleukinproduktion wurde durch keine der
eingesetzten Bakterienkonzentrationen erreicht. Der letzte Anstieg 48 Stunden nach
Stimulation mit TNFa ist ebenfalls als eine Schadigung der epithelialen Zellen zu
betrachten, mit nachfolgender Freisetzung von intrazellularem IL-8.

Der Unterschied in den IL-8-Werten nach einer Inkubationszeit von 30 oder 60
Minuten war in keiner der relevanten Bakterienkonzentrationen signifikant — einzige
Ausnahme ist die MOI von 1, dort gab es einen signifikanten Unterschied zwischen
30 und 60 Minuten. Wegen der besseren Durchfiihrbarkeit der Versuche wurde die
langere Inkubationszeit zur Fortsetzung der Versuche beibehalten. Die MOI 10 reicht
aus, um eine signifikante Reaktion der Epithelzellen auszulésen, auf der anderen
Seite fuhrt sie nicht zu einer Epithelzellschadigung, welche die Ergebnisse
beeinflusst hatte. Fiur die Fortsetzung der Versuche wurde daher die MOI 10
beibehalten. Nach 24 Stunden zeigte sich die klarste Reaktion der BEAS-2B Zellen
auf die Stimulation mit NTHi — ohne Verfalschung durch Storfaktoren wie
Epithelzellschadigung. Daher wurden die weiteren Versuche fur die Dauer von 24
Stunden durchgefuhrt.

Abbildungen 4 bis 6 fassen die Ergebnisse zusammen.
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Kokultur BEAS-2B und Haemophilus influenza, MOI1 0.1, 1 und 10,

Inkubationszeit 30 min
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IL-8-Konzentration in pg/ml
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O . T T T T
0 5 10 15 20 25

Zeit in Stunden

—8— Kein Reiz
—0— TNFa
v— MOI 0,1
v MOI1
—— MOI 10

Abb. 4: IL-8-Konzentrationen nach Behandlung der BEAS-2B-Zellen mit NTHi in der
Konzentration MOI 0,1, 1 und 10 fir eine Dauer von 30 Minuten. Als Positivkontrolle dient
TNF-a, die Negativkontrolle entspricht komplettem N&ahrmedium. Anzahl der

Einzelexperimente n = 8. N.s. nicht signifikant, * p = 0,05-0,01, ** p < 0,01.
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Kokultur BEAS-2B und Haemophilus influenzae, MOI 0.1 bis 100

Inkubationszeit 60 min
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Abb. 5: IL-8-Konzentration nach Behandlung der BEAS-2B-Epithelzellen mit NTHi in der
Konzentration MOI 0,1 bis 100 fir eine Dauer von 60 Minuten. Die Negativkontrolle
entspricht komplettem N&ahrmedium. Anzahl der Einzelexperimente n = 8. n.s. nicht

signifikant, * p = 0,05-0,01, ** p < 0,01.
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Kokultur BEAS-2B und Haemophilus influenzae, MOI 10 und 100
Inkubationszeit 60 min
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Abb. 6: IL-8-Konzentration nach Behandlung der BEAS-2B-Zellen mit NTHi in der

Konzentration MOI 10 und 100 fiur die Dauer von 60 Minuten. Entnahme der Uberstande

Uber einen Zeitraum von 48 Stunden. Negativkontrolle komplettes Medium, Positivkontrolle

TNF a. Anzahl der Versuchsansatze n=10. n.s. nicht signifikant, * p=0,05-0,01, ** p<0,01.
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3.2 Formalin-Inaktivierte NTHi und Interleukin-8 Produktion

Um heraus zu finden, ob lebende Bakterien fur die Entzindungsreaktion notwendig
sind oder ob abgetttete Bakterien allein schon ausreichen, wurden die NTHi mit
0,3%igem Formalin abgetdtet. Nach der Behandlung mit Formalin war kein
Wachstum von Haemophilus influenzae auf Kochblutagar mehr nachweisbar. Bei
dem Versuchsansatz mit einer Inkubation von 60 Minuten wurde das Medium
ausgetauscht, bei der Inkubation fur 24 Stunden unterblieb dieser Austausch. Nach 4
Stunden wurden die ersten Uberstande entnommen, insgesamt lief der Versuch uber
24 Stunden.

Nach 4 Stunden zeigt sich sowohl bei den Epithelzellen, die 60 Minuten abgetoteten
NTHi ausgesetzt waren als auch bei denjenigen, die den NTHi-Reiz dauerhaft
erhielten, eine deutliche Immunantwort, vergleichbar hoch mit lebenden NTHi der
MOI 10. Die Menge der abgettteten Bakterien entsprach ebenfalls einer MOI von 10.
Nach 8 Stunden zeigen Epithelzellen, die anhaltend dem Entziindungsreiz
ausgesetzt waren, eine signifikant hohere IL-8-Ausschittung. Lebende und
abgetotete Bakterien, die 60 Minuten in Kontakt mit den Epithelzellen waren, zeigen
eine nahezu gleich starke Antwort, der Unterschied ist statistisch nicht signifikant (p =
0,235).

Nach 24 Stunden findet sich hinsichtlich der bronchoepthilialen Aktivierung weiterhin
kein signifikanter Unterschied zwischen formalininaktivierten Haemophilus influenzae
(MOI 10) und lebenden Bakterien der MOI 10 (p = 0,078). Die Stimulation Gber 24
Stunden mit formalininaktivierten H. Influenzae flhrte gegenuber den
Vergleichsgruppen zu einer signifikant (p = 0,034) starkeren Epithelzellaktivierung
unter Berlcksichtigung der IL-8 Freisetzung. Die Ergebnisse sind in Abb. 7

dargestellt.
-35-



Kokultur BEAS-2B und Haemophilus influenzae.formalinabgetotete Hain

Inubationszeit 60 min und 24 Stunden
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Abb. 7: IL-8-Konzentration nach Behandlung der BEAS-2B-Zellen mit MOI 10 lebender NTHi

und MOI 10 formalinabgettteter NTHi fur die Dauer von 60 Minuten sowie mit MOI 10

abgetoteter NTHi fur die Dauer von 24 Stunden. Als Negativkontrolle dient komplettes

Medium. Anzahl der Versuchsansatze n = 10. n.s. nicht signifikant, * p=0,05-0,01, ** p<0,01.
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3.3 Sterile Uberstande und IL-8-Produktion

Sterile Uberstande wurden von abgetoteten NTHi hergestellt. Dazu wurden die NTHi
zunachst mit 0,3 %igem Formalin abgetdtet. Sie wurden fir 24 Stunden in
physiologischer Lésung (PBS) bei Raumtemperatur belassen, danach durch einen
sterilen Filter der PorengroRe 0.20 pm geschickt. Die Losung zeigte auf
Schokoplatten nach Bebritung auch nach 48 Stunden kein Wachstum von
Haemophilus influenzae.

Der sterile Uberstand lost keine Immunantwort der Epithelzellen aus, wohingegen in
allen parallel durchgefuhrten Kontrollexperimenten (MOI 10, formalininaktivierte
NTHi) eine signifikante Epithelaktivierung erreicht werden konnte.

Die Uberstande wurden nach 4, 8 und 24 Stunden entnommen. Wahrend der
gesamten Dauer des Versuchs stieg die IL-8-Produktion bei Stimulation durch sterile
Uberstande nur geringfiigig und nicht signifikant (p = 0,429) (iber die Produktion der
Negativkontrolle an.

Die Ergebnisse nach Stimulation durch formalininaktivierte Haemophilus influenzae
werden erneut dargestellt, die Reaktion auf einen Dauerreiz mit inaktivierten NTHI ist
signifikant starker als auf lebende NTHi, die fir 60 Minuten auf den Epithelzellen
belassen wurden. Der Unterschied zwischen lebenden NTHi und inaktivierten
Bakterien ist bei gleicher Stimulationsdauer nicht signifikant. Die Ergebnisse zeigt

Abb. 8.
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Kokultq_r BEAS-2B und Haemophilus influenzae,
sterile Uberstande fiir 24h
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Abb. 8: IL-8-Konzentration nach Behandlung der BEAS-2B-Zellen mit MOI 10 lebender NTHi
und MOI 10 formalinabgetoteter NTHi fur die Dauer von 60 Minuten bzw. fir 24 Stunden.
Vergleich mit Reaktion auf steril filtrierte Uberstande von NTHi, MOI 10. Anzahl der

Versuchansatze n = 10. n.s. nicht signifikant, * p=0,05-0,01, ** p<0,01.
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3.4 Bronchoepitheliale Aktivierung durch Membranpréaparation von Haemophilus

influenzae

Sonikate I6sen eine Immunreaktion der BEAS-2B-Zellen aus. Die Sonikate wurden
aus NTHi hergestellt indem die Zellwdnde zunachst durch destilliertes Wasser
aufgebrochen wurden, dann wurden sie mit 80 W fur je zwei Mal zwei Minuten
behandelt. Die Proteinmengen wurden mittels Lowry-Test bestimmt. In den
Versuchen wurden Proteinmengen von 10 ug, 3 pg und 1 pg eingesetzt.

Nach 8 Stunden zeigte sich der Maximaleffekt der Stimulation fur alle untersuchten
Bedingungen. 10 pg und 3 pg Proteingemisch fuhrten zu einer mit MOI 10
vergleichbaren Epithelzellaktivierung. Unter Stimulation mit 1 pg Proteingemisch fand
sich weiterhin eine signifikant gesteigerte bronchoepitheliale Aktivierung gegenuber
der unstimulierten Zeitkontrolle, wenn auch die Immunantwort geringer ausfiel als bei
den beiden hoheren Proteinmengen.

Nach 24 Stunden zeigte sich gegenuber kirzeren Stimulationszeiten keine
ausreichend signifikante Veranderung mehr. Einzig die Stimulation durch
formalininaktivierte Haemophilus influenzae zeigte noch einen signifikanten Anstieg
der sezernierten Proteinmenge (p= 0,03).

Die Ergebnisse sind in Abbildung 9 dargestellt.
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Abb. 9: IL-8-Konzentration nach Behandlung der BEAS-2B-Zellen mit Proteinpraparationen
von 10 pg, 3 pg und 1 pg. Als Positivkontrolle wurde die MOI 10 formalin-inaktivierter NTHi
fur die Dauer von 60 Minuten. Als Negativkontrolle dient komplettes Medium. Anzahl der

Versuchsansatze n = 8. n.s. nicht signifikant, * p=0,05-0,01, ** p<0,01.
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3.5 Gesamtergebnisse

Insgesamt lasst sich festhalten, dass die Immunantwort der BEAS-2B-Zellen auf
Stimulation mit dem Bakterium Haemophilus influenzae sowohl zeit- als auch
dosisabhangig ist.

Die Bakterien missen dabei nicht voll funktionsfahig sein, die Reaktion auf NTHi, die
mit Formalin behandelt wurden, ist genauso stark. Bei einer Reizdauer von nur 30
Minuten tritt bereits eine maximal um den Faktor 2,5 erhohte Produktion von IL-8 in
den Uberstanden auf, die noch nach 48 Stunden nachweisbar ist. Der Peak wird
nach 24 Stunden erreicht.

Steril filtrierte Uberstande von abgetoteten NTHi I6sen im Vergleich mit der
Negativkontrolle keine signifikant starkere Immunantwort der Epithelzellen aus.
Sonikate ab einer Konzentration von 3 pg Protein verursachen eine Interleukin-8
Produktion ahnlich stark derer durch NTHi der MOI 10. Die Fraktionen der durch
Ultraschall zerstorten Bakterien wurden nicht weiter untersucht, es handelt sich also
um ein Gemisch von Membranproteinen und zytosolischen Proteinen.

Im Vergleich mit dem zu Beginn der Versuche eingesetzten TNF-o sind die
Immunantworten ausgelost durch inaktivierte NTHi und 10 pg der bakteriellen
Proteinpraparation vergleichbar. Allerdings waren BEAS-2B Zellen dem Reiz durch
TNF-o nur fur 60 Minuten ausgesetzt, wohingegen sowohl die inaktivierten Bakterien
als auch das bakterielle Proteingemisch fir 24 Stunden auf die bronchoepithelialen
Zellen einwirkten.

Einen Uberblick tiber alle Ergebnisse gibt Abbildung 10.
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Abb. 10: Gesamtergebnis aller Versuche mit NTHi Uber den Zeitraum von 24 Stunden. n.s.

nicht signifikant, * p=0,05-0,01, ** p<0,01.
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4. Diskussion

NTHi ist ein Bakterium das sowohl im oberen als auch im unteren Respirationstrakt
Entztindungsreaktionen hervorruft. Die Bindung an und das Eindringen der Bakterien
in humane Epithelzellen und in Makrophagen wurden mittlerweile mehrfach
untersucht. Es wurde festgestellt, dass NTHi das respiratorische Epithelgewebe
aktivieren und so die Produktion von inflammatorischen Zytokinen steigern kann (5,
6, 10).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Interaktion zwischen NTHi und BEAS-2B
genauer zu untersuchen und ein in-vitro Modell zu entwickeln, welches den
entscheidenden Faktor bzw. die entscheidende Struktur der Bakterien fur die
Ausldsung einer Infektion — im Gegensatz zur Kolonisation — identifizieren kann.

Es wurden verschiedene Versuchsbedingungen geschaffen, die eine zeit- und
dosisabhangige Aktivierung der bronchoepthelialen Zellen nach Stimulation mit
lebenden NTHi, inaktivierten NTHi und bakteriellen Proteinpraparation bestatigen. Als
Marker fur die Starke der Entzindungsreaktion wurde Interleukin 8 eingesetzt,
welches eine Hauptrolle in der Immunantwort spielt, indem es neutrophile
Granulozyten im entziindeten Gewebe rekrutiert.

Nur steril filtrierte Uberstande von abgetéteten NTHi losten im Vergleich mit der

Negativkontrolle keine signifikant starkere Immunantwort der Epithelzellen aus.

4.1 Hochrequlation von IL-8

NTHi ist einer der Wichtigsten pathogenen Faktoren die zu Entzindungen des

unteren Atmungstrakis bei COPD fiihren. Die Entziindung wird Uber neutrophile
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Infiltration in das geschadigte Gewebe vermittelt. Die neutrophilen Granulozyten
werden durch Chemokine wie beispielsweise Interleukin 8 angelockt. Im Weiteren
werden dann Mediatoren wie Elastase und reaktive Sauerstoffradikale freigesetzt, die
die Bakterien eradizieren sollen. Allerdings koénnen Uberreaktionen und
unkontrollierte Mediatoren - Freisetzung zu einem indirekten Gewebeschaden ftihren.
Viele verschiedene Studien (2, 5, 6, 10) haben inzwischen gezeigt, dass NTHi die IL-
8-Sekretion signifikant steigern kann, auch diese Arbeit belegt dies. Fur 30 Minuten
mit einer MOI 100 stimulierte Granulozyten produzierten signifikant erhohte Mengen
an Hydrogenperoxid, der IL-8-Spiegel war dreimal so hoch, IL-8 mRNA 1,5 mal so
hoch wie in unstimulierten eosinophilen Granulozyten. In diesen Versuchen wird
ebenfalls eine Dosisabhangigkeit der Immunantwort festgestellt (2).

Die Dbakterielle  Aktivierung der epithelialen Zellen lauft UGber eine
entziindungsgetriggerte Genexpression, einerseits durch direkten Kontakt mit den
Bakterien, andererseits durch Interaktion mit anderen Zellarten (Makrophagen oder
Granulozyten), darauf wird in den folgenden Abschnitten genauer eingegangen.
Inzwischen wurden NTHi - Stdmme von Patienten, die an COPD leiden isoliert und
miteinander verglichen. Diese Vergleiche zeigen erste Unterschiede in der Virulenz
der Bakterien, die mit der klinischen Situation korrelieren. NTHi-Isolate von Patienten
mit einer Exazerbation zeigten eine starkere Aktivierung epithelialer Zellen in-vitro als
NTHi-Isolate von stabilen COPD-Patienten, gemessen wurde dies per Interleukin-8
Ausschuttung (6, 9). Damit wurde gezeigt, dass nicht allein die Zahl der Bakterien im
unteren Respirationstrakt entscheidend fir die Exazerbation ist, sondern zu einem
grol3en Teil der Erwerb eines neuen, virulenteren Stamms desselben Bakteriums.
Dieses Ergebnis bestéatigt und ergénzt die vorliegende Arbeit und ermutigt, die

Unterschiede der einzelnen NTHi-Stamme weiter zu untersuchen.
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4.2 Bindung der NTHi an bronchoepitheliale Zellen

Die Bindung der NTHi an epitheliale Zellen kdnnte eine zentrale Rolle in der
Entwicklung der Entzindungsreaktion spielen — allerdings ist die Art der Bindung
umstritten. Ist es notwendig, dass Bakterien einen direkten Kontakt mit
bronchoepithelialen Zellen haben oder passiert die Aktivierung der bronchialen
Zellen durch Ausschittung von bakteriellen Mediatoren, welche an Rezeptoren der
bronchialen Zellen binden? Diese Frage kann durch die vorliegende Arbeit nicht
eindeutig beantwortet werden, es waren dazu weitere Versuche beispielsweise durch
Trennung der BEAS-2B Zellen und der NTHi durch eine semipermeable Membran,
notwendig.

In der Literatur finden sich mittlerweile verschiedene Hypothesen zur Aktivierung der
epithelialen Zellen. Es gibt in der epithelialen Membran mindestens drei Rezeptoren,
die intrazellulare Reaktionsmechanismen starten konnen. Toll-like Rezeptor 2 (TLR2)
ist der erste dieser Rezeptoren, welcher eine zentrale Rolle spielt. Er kann eine
Kaskade von Reaktionen auslésen, die letztendlich zur vermehrten Ausschittung
von Interleukin-8 fuhrt. Der Rezeptor TLR2 ist grundsatzlich zuganglich fir
Lipoproteine, Peptide und Lipopolysaccharide, die stabilste Bindung besteht jedoch
zwischen Lipoproteinen und TLR2. Aus diesem Grund wurden NTHi - Lysate auf den
Gehalt an Lipoproteinen untersucht (16, 23), es wurde eine hohe Konzentration an
OMP 6 (= outer membrane protein 6) gefunden. Gereinigtes OMP 6 wurden dann zur
in-vitro Stimulation von bronchoepithelialen Zellen genutzt und bewirkte bereits bei
einer Konzentration von 0,25 pug/ml eine gesteigerte Immunantwort der epithelialen
Zellen (gemessen durch NF-kB-Transkription, 23). Damit ist eines der Lipoproteine
identifiziert, welches Uber TLR2 eine Aktivierung der Lungenzellen erreichen kann.

Klar ist noch nicht, ob nicht noch weitere bakterielle Lipoproteine fir die Bindung an
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diesen Rezeptor in Frage kommen. Ausgeschlossen werden konnten bisher grof3e
Membranproteine (HWM 1 und 2 = high weight molecules 1 und 2).

Ein zweiter Rezeptor, der eine Rolle zu spielen scheint, ist ein PAF-Rezeptor (=
platelet activating factor Rezeptor). Dieser Rezeptor scheint ebenfalls Ausléser fur
eine Reaktionskette zu sein, die zur vermehrten Produktion und Ausschittung von
Muzinen fuhrt. Gleichzeitig reguliert er die Aktivitdt von NF-xB herunter und schutzt
Zellen so vor einer Apoptose. Welches Molekil an diesen Rezeptor bindet und ihn
somit aktivieren kann, ist durch die bisher durchgefihrten Studien nicht eindeutig
belegt. Es wird eine Bindung von Lipooligosacchariden an PAF-R beschrieben (26),
die zum einen elektronenmikroskopisch, zum anderen durch Blockade des PAF-
Rezeptors durch ein spezifisches Antigen nachgewiesen wurde. Eine andere Studie
(28) zeigte, dass Interleukin-8 an diesen Rezeptor bindet und Uber die gleiche
Reaktionskette die Muzinausschittung reduziert. Ob der PAF-Rezeptor eventuell
beide Funktionen erflllt, und damit eine UberschieBende Entziindungsreaktion der
epithelialen Zellen verhindert werden soll, ist ungeklart. Weitere Untersuchungen sind
hier notwendig.

Der dritte Rezeptor, der in der Interaktion zwischen NTHi und bronchoepithelialen
Zellen eine Rolle spielt, ist wahrscheinlich ein TGF-B Rezeptor (= transforming
growth factor B Rezeptor). Hier ist noch offen, welche bakterielle Struktur an diesen
Rezeptor bindet.

Die intrazellulare Kaskade ist dagegen weitgehend bekannt, sie wird in den
folgenden Abschnitten dargestellt.

Mit der Entwicklung von Impfstoffen zur Pravention einer Infektion mit NTHi ist die
Forschung schon seit einigen Jahren beschaftigt. Ein solcher Impfstoff zur

Vermeidung von Mittelohrentziindung bei Kindern und zur Verminderung der
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Exazerbation der COPD bei Erwachsenen hatte einen enormen Einfluss auf
Morbiditat, Mortalitst und die Kosten des Gesundheitssystems. Ein
Hauptgesichtspunkt bei der Entwicklung eines funktionierenden Impfstoffs liegt mit
Sicherheit bei der Heterogenitdt der Antigene der Bakterienhtlle innerhalb der
Stamme. Dabei sollten die verschiedenen Membranproteine, Adhasine,
eisenregulierte Proteine und Lipooligosaccharide sowie zytosolischen Proteine noch
genauer unter die Lupe genommen werden. Die Ergebnisse werden in den néchsten

zehn Jahren zeigen, ob sich ein Impfstoff gegen NTHi entwickeln |&sst.

4.3 Bakterielle Proteinpraparationen

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzte Proteinpraparation loste eine starke
Immunantwort der epithelialen Zellen aus, die sich in ihrer Starke nicht von der
Immunantwort auf lebende NTHi unterschied. Die Proteine wurden allerdings nicht
naher untersucht, es erfolgte keine Untergruppierung tber die Grol3e der Molekile
oder durch enzymatische Spaltung der Proteine. Dies ist zur Klarung der Frage,
welches Molekil den starksten pathogenen Stimulus darstellt, aber von
entscheidender Wichtigkeit. Weitere Versuche waren an dieser Stelle notwendig.

Mittlerweile sind verschiedene Ergebnisse aus anderen Studien vorhanden, danach
scheint es, als ob l6sliche Zytoplasma - Fraktionen eine starkere Aktivierung der
Gene fur Mucine zeigen als die Lipooligosaccharide (LOS) und outer membrane
Proteine (OMP). LOS zeigten in einer Studie (28) in einer Konzentration von 10 ug/ml
zwar einen Effekt, dieser entspricht aber nur 4% der Aktivierung durch Zytoplasma -
Fraktionen. Reine Membranprotein-Praparationen haben in einigen Untersuchungen

(7, 9) uberhaupt keinen Effekt gezeigt.
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Man vermutet daher zum jetzigen Zeitpunkt, dass NTHi - Zytoplasmafraktionen fir
die Uberproduktion von IL-8 und dem daraus entstehenden Gewebeschaden
verantwortlich sind. Die Ergebnisse dieser Arbeit kbnnen nicht mit diesen Studien
verglichen werden, da keine Differenzierung zwischen Membran- und Zytoplasma-
Proteinen erfolgte. Da eine Stimulation mit 3 pg Proteinpraparation einen
signifikanten Anstieg der Interleukin-8 Produktion bewirkte, steht das Ergebnis der
vorliegenden Arbeit soweit beurteilbar im Einklang mit den genannten Studien.

Um festzustellen, ob die Starke der Entziindungsreaktion der Epithelzellen von
Bakterienstammen abhangig ist, wurden Zytoplasma - Fraktionen von neun
verschiedenen NTHi-Stammen untersucht (28). Alle neun stimulierten die Zellen, das
Ausmald war allerdings unterschiedlich — die Fahigkeit zur Induktion von IL-8 ist
demnach eine Eigenschaft, die alle NTHi besitzen.

AuBBerdem wurde die Proteinpraparation enzymatisch weiter differenziert. Die
I6slichen Zytoplasma - Fraktionen waren sensibel fur Peptidase und Lipase.
Fraktionen, die nur Molekule groRer als 50 kDa enthielten, erzielten 50% der
Maximalantwort durch die Gesamtfraktion. Die volle Aktivitat zeigten dagegen
Fraktionen der MolekulgroRe < 3 kDa. Nach Behandlung der kleinen Molekile mit
Peptidase und Lipase sank die Stimulation um 90%, bei Hinzufiigen von DNase und
RNase dagegen ergab sich kein Absinken der Immunantwort. Daraus lasst sich
schlieBen, dass Peptide mit Esterverbindungen zur Aktivierung der Zellen bendtigt
werden.

Versuche mit filtrierten Uberstinde von NTHi wurden von der gleichen
Forschungsgruppe durchgefihrt (28). Wie bei den Versuchen der vorliegenden Arbeit
zeigte sich nur eine unerhebliche Stimulation der Epithelzellen. Dieses Ergebnis
spricht gegen einen l6slichen (humoralen) Faktor zur Aktivierung der bronchialen

Epithelzellen.
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4.4 Intrazellulare Aktivierung der epithelialen Zellen und Therapiemoglichkeiten

Die intrazellularen Reaktionsketten wurden in der vorliegenden Arbeit gar nicht
untersucht, obwohl dies ein wichtiger Schritt zur Entwicklung neuer Therapieansétze
und zum Verstandnis der Unterschiede der Virulenz der NTHi ist. Es sind inzwischen
Teile der komplexen intrazellularen Reaktionsmechanismen identifiziert worden,
wobei die Ergebnisse nicht immer tbereinstimmend sind.

Die Abbildung 11 verdeutlicht bereits, dass die durch Stimulation mit NTHi
ausgelosten Reaktionen auf3erst komplex sind. Ein zentrales Molekil, welches in
allen Studien (13, 23, 29) gleichermafl3en zur Aktivierung der Immunantwort
epithelialer Zellen fahrt, scheint Nuclear factor «B (NF-xB), ein eukaryoter
Transkriptionsfaktor, zu sein.

Dieser Transkriptionsfaktor ist fur die Expression der Entzindungsgene von
Interleukin 1B, Interleukin 8 und TNF-o verantwortlich (23). Er besteht aus zwei
Untereinheiten, p50 (auch genannt NF-xB1l) und p65 (auch genannt RelA. Die
Bezeichnung ,p“ beschreibt die Grélke der Proteine). Es handelt sich um ein
zytoplasmatisches Molekil, welches nach Stimulation in den Zellnukleus wandert.
Die Aktivierung wird tber eine inhibitorische Untereinheit geregelt (kB = Inhibitor des

NF-«xB), da IkB den Transkriptionsfaktor im Zytoplasma halt.
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Abb. 11. Schematische Darstellung der intrazellularen Reaktionsketten nach Stimulation
durch NTHi in bronchoepithelialen Epithelzellen.

NTHi = nontypeable Haemophilus influenzae; P6 = transmembrandses Protein 6; TLR = Toll-like
Rezeptor; TGF-BLIR = transforming growth Faktor B Rezeptor; TAK1 = TGF-B-aktivierte Kinase 1; IKK
= IxB Kinase; MKK = MAP-Kinase Kinase; IxkBo = Inhibitor des NF-kB; NF-kB = nukleéarer Faktor kB;
MAPK p38 a/B= Mitogen-aktivierte Proteinkinase; PI3K = Phosphat-Inositol 3 Kinase; Akt = Serin-
Threonin Kinase; Smad 3/4 = Similar mothers against decapentaplegic 3/4); MUC 2 = Muzingen 2;
MUCS5AC = Muzingen 5AC, (13).

Sie erfolgt durch Phosphorylierung, Ubiquitinierung und mehrfachen Reduktionen
von IkB durch Kinasen (IKK o und B). Diese Kinasen werden wiederum aktiviert
durch Phosphorylierung, identifiziert wurde bisher ein dafir verantwortliches Enzym,

die NF-xB induzierende Kinase (= NIK). Ein zweiter Weg der Aktivierung von NF-xB
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lauft Uber mitogenaktivierende Proteinkinase-Kinase (MKK 3 und 6) und
mitogenaktivierende Proteinkinase (MAPK) p38. Beide Signalwege werden Uber ein
gemeinsames Enzym begonnen, die TGF-B aktivierende Kinase (TAK 1), die selbst
in Verbindung mit dem TLR 2 steht. Dieser Rezeptor wird mit grol3er
Wahrscheinlichkeit durch ein Membranprotein der NTHi, OMP 6, aktiviert. Ob auch
andere Proteine an diesen Rezeptor binden kdnnen, ist noch nicht bekannt. An
dieser Stelle kdbnnten Ansatze flr neue Therapien gefunden werden.

Es gibt Hypothesen von zwei weiteren intrazellularen Signalwegen nach Stimulation
von NTHi (13). Einer lauft GUber Phosphat-Inositol-3 Kinase (PI3K) und eine Serin-
Threonin-Kinase (Akt). PI3K besteht aus zwei Untereinheiten p85 und pl110, es
katalysiert die Phosphorylierung von Phosphat - Inositol, welches dann an Akt bindet.
Die Aktivierung von Akt hat zur Folge, dass die epithelialen Zellen vor Apoptose
geschitzt werden und Gene fir die Muzinbildung (MUC5AC) induziert werden. Die
Aktivitat von MAPK wird dagegen herunterreguliert. Die Wirkung von Akt auf
intrazellulare Regulationsmechanismen ist jedoch nicht vollkommen geklart, weitere
Studien sind hier notwendig.

Ein zweiter Signalweg lauft Uber TGF-f und Smad (= similar mothers against
decapentaplegic homolog) zur Regulierung von Prozessen wie Zellproliferation,
Ausdifferenzierung von Zellen, Apoptose sowie Entziindungs- und Immunantwort der
Zellen. Der Name Smad ist zusammengesetzt aus zwei Bezeichnungen von
Proteinen: MAD und SMA wurden bei Drosophila bzw. C. elegans entdeckt, es sind
transformierte Proteine, die bei den Insekten eine Form der Paralyse entstehen
lassen und von der Mutter vererbt werden. Der Wachstumsfaktor TGF-3, Teil einer
groBen Gruppe von Wachstumsfaktoren, beginnt die Aktivierung durch

Phosphorylierung eines heterogenen Rezeptorkomplexes bestehend aus zwei Typen
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(TGF-B Rezeptor 1 und 2). Es folgt die Phosphorylierung von R-Smad (= Smad 2 und
3), dieses l6st sich anschlielBend vom Rezeptor und bindet an Co-Smad (auch Smad
4 genannt). Dieser Komplex wandert in den Zellkern und beginnt die Regulierung der
Zielgene. Fraglich ist, ob TGF-p auch an der Hochregulation von Muzinen beteiligt
ist, es gibt Erkenntnisse, dass TGF-f gemeinsam mit NF-xB an der vermehrten
Transkription von Muzin-2 Gen beteiligt ist (13).

Die Immunreaktion der epithelialen Zellen ist und bleibt ein sehr komplexer Vorgang,
die bisherigen Studien entdecken Teilschritte in den Reaktionsketten, die Hoffnung
auf neue Therapieansatze zulassen. Die vorliegende Arbeit kann in der Aufklarung

Uber intrazellulare Reaktionsketten keine neuen Erkenntnisse bringen.
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5. Zusammenfassung

NTHi ist eine der Hauptursachen fir Infektionen des Respirationstrakts bei Kindern
und Erwachsenen, des Weiteren eine haufige Ursache bei Mittelohentziindung,
Sinusitis, Lungenentzindung im Erwachsenenalter und Infektionen des tiefen
Respirationstrakts bei COPD-Patienten. Wie es trotz oft standiger Kolonisation zu
Exazerbationen ausgeltst durch NTHi kommen kann, ist weitgehend unklar.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Interaktion zwischen NTHi und BEAS-2B
genauer zu untersuchen und ein in-vitro Modell zu entwickeln, welches den
entscheidenden Faktor bzw. die entscheidende Struktur der Bakterien fur die
Ausldsung einer Infektion — im Gegensatz zur Kolonisation — identifizieren kann. Als
Marker fur die Starke der Entzindungsreaktion wurde Interleukin 8 eingesetzt,
welches eine Hauptrolle in der Immunantwort spielt, indem es neutrophile
Granulozyten im entziindeten Gewebe rekrutiert.

Die Immunantwort der bronchoepithelialen Zellen auf Stimulation mit dem Bakterium
Haemophilus influenzae ist in den durchgefiihrten Versuchen sowohl zeit- als auch
dosisabhangig. Die Bakterien missen dabei nicht voll funktionsfahig sein, mit
Formalin inaktivierte NTHi oder eine bakterielle Proteinpraparation l6sen eine
vergleichbar starke Reaktion der Zellen aus. Bei einer Reizdauer von nur 30 Minuten
trat eine maximal um den Faktor vier erhohte Produktion von IL-8 in den
Uberstanden auf, die noch nach 48 Stunden nachweisbar ist. Steril filtrierte
Uberstande von abgettteten NTHi I6sen im Vergleich mit der Negativkontrolle keine
signifikant starkere Immunantwort der Epithelzellen aus. Dieses Ergebnis spricht
gegen einen humoralen Faktor zur Aktivierung der bronchialen Epithelzellen. Ein in-

vitro Modell zur Beurteilung der Pathogenitat von NTHi konnte erarbeitet werden,
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auch wenn der Ausléser fur eine Entzindungsreaktion der Epithelzellen nicht
eindeutig identifiziert werden konnte.

Die Fraktionen der bakteriellen Sonikate wurden nicht weiter untersucht, es handelt
sich also um ein Gemisch von Membranproteinen und zytosolischen Proteinen.
Diese Differenzierung ist zur Klarung der Frage, welches Molekil den starksten
pathogenen Stimulus darstellt, aber von entscheidender Wichtigkeit. Weitere
Versuche waren an dieser Stelle notwendig, die vorliegende Arbeit ist hier limitiert.
Des Weiteren sollten Bakterienisolate von Patienten in diesem Modell auf
Unterschiede der Virulenz untersucht werden. Die Wahrscheinlichkeit ist grof3, dass
Abweichungen bei potentiell pathogenen Substanzen, wie Endotoxinen,
Membranproteinen, bakteriellen Toxinen, Peptidoglykanen oder Lipoteichoidsauren
gefunden werden konnen. Neue Studien sollten sich mit diesen Antigenen
beschaftigen, um Therapien, die die Kolonisation des Respirationstraktes gerade bei

COPD - Patienten reduzieren, entwickeln zu kénnen.
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