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1. EINLEITUNG

1.1 Cystische Fibrose

Mit einer Haufigkeit von 1:2500 gilt die cystische Fibrose (CF), auch
Mukoviszidose genannt, als schwerwiegendste autosomal-rezessiv vererbbare
Stoffwechselerkrankung in der  kaukasischen Bevolkerung. Die
Heterozygotenrate betragt hierbei 1 auf 25. Das auf dem langen Arm von
Chromosom 7 liegende betroffene Gen ist 250 kb grof3 und beinhaltet 27 Exons
(Riordan et al., 1989; Rommens et al., 1989). Es codiert fur ein Protein, welches
die Bezeichnung cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR)
tragt. CFTR gehdrt zur Gruppe der ATP-bindenden Proteine (Higgins, 1992)
und besteht aus zwei mal sechs transmembranésen Segmenten, die durch eine
intrazellulare Domane verbunden sind (Chang et al.,, 1994). Es steuert als
lonen-Kanal (Bear et al., 1992) in der apikalen Membran von Epithelzellen den
Chlorid-Transport durch die Zellmembran (Davis et al., 1996) und reguliert
epitheliale Natrium-Kanale (Boucher, 2004). Derzeit sind tGber 1000 Mutationen
des CFTR-Gens bekannt, wobei das Krankheitsbild je nach Mutation
unterschiedlich stark ausgepragt sein kann (Davis et al., 1996). Selbst
Patienten, die fir die gleiche Mutation homozygot sind, weisen unterschiedliche
Schweregrade der Erkrankung auf (Kerem et al.,, 1990). CFTR-Mutationen
werden in funf verschiedene Klassen unterteilt (Ratjen et Ddring, 2003). Die
haufigste Mutation (sie wurde bei nahezu 70% der mutierten Allele identifiziert)
ist eine Deletion von drei Basenpaaren an der Position 508 (F508del) in der
Aminosaurekette des Proteins (Kerem et al., 1989) und gehért zur zweiten
Klasse der CFTR-Mutationen, welche ein fehlerhaftes Verarbeiten der
genetischen Information beschreibt. Die drei fehlenden Basenpaare codieren
fur die Aminosaure Phenylalanin, die in der ATP-bindenden Domane des
Transmembranproteins CFTR liegt. Fehlt Phenylalanin, wird das Protein falsch
gefaltet, nicht mehr glykolysiert und proteolytisch gespaltet (Doring et Ratjen,
2004). CF-Patienten mit dieser Mutation besitzen daher kein CFTR in der

apikalen Membran der Epithelzellen. Dieser Ausfall hat eine vermehrte



Natriumresorption zur Folge und fihrt zu Chloridretention in den betroffenen
Zellen (Boucher, 2004).

Ursache fur das Krankheitsbild der cystischen Fibrose ist folglich ein gestorter
Elektrolyttransport. Hiervon betroffen sind verschiedene Organe, vor allem der
Respirations- und Gastrointestinaltrakt. Bei ca. 90% aller CF-Patienten liegt
eine exokrine Pankreasinsuffizienz vor. Sie ist Folge einer verminderten
Sekretion von HCO3™ und pankreatischer Enzyme. Die Retention dieser fur die
Verdauung notwendigen Enzyme fuhrt zur Andauung des Pankreasgewebes
mit anschlielender Fibrosierung und einhergehendem Funktionsverlust (Doring
et Ratjen, 2004). Im Bronchialepithel der Lunge flihren Chloridretention und
gesteigerte Natriumresorption zu einem Salzmangel in der die Flimmerharchen
umgebenden Atemwegsoberflachenflissigkeit. Um einen Ladungsausgleich
wieder herstellen zu koénnen, steigern die bronchialen Epithelzellen die
Wasserresorption.  Dadurch  wird nicht nur die Viskositat der
Atemwegsoberflachenflussigkeit erhoht, sondern auch deren Volumen
signifikant erniedrigt (Boucher, 2004). Dies hat zur Folge, dass die Funktion der
Flimmerharchen, die mukoziliare Clearance, stark beeintrachtigt wird:
bakterielle Infektionen mit Gefahr der Chronifizierung werden dadurch
begunstigt (Do6ring et al., 2000; Worlitzsch et al., 2002). Folgen einer chronisch
progressiven bronchopulmonalen Infektion sind meist Bronchiektasien mit
anschlie3end respiratorischer Insuffizienz (Balough et al., 1995). Hierbei gilt zu
beachten, dass pulmonale Komplikationen die haufigste Mortalitatsursache bei

CF-Patienten darstellen.

Bei den haufigsten Erregern von Lungeninfektionen handelt es sich vor allem
um Pseudomonas aeruginosa, Staphylokokkus aureus (S. aureus), Hamophilus
influenzae und Burkholderia cepacia. Diese opportunistischen Pathogene bilden
unter anaeroben Wachstumsbedingungen Mikrokolonien, welche unter
anderem durch eine erhdhte Synthese von Exopolysacchariden charakterisiert
sind (Worlitzsch et al., 2002). Anaerobe Verhaltnisse in der Mukusschicht auf
dem Lungenepithel kdnnen durch die oben beschriebene Viskositatserhohung

als Folge des Basisdefekts entstehen. Zusatzlich besitzen CF-Epithelzellen eine



signifikant erhéhte Sauerstoffabsorption (Worlitzsch et al., 2002). Nehmen
Bakterien wie P. aeruginosa oder S. aureus den restlichen Sauerstoff des
mikroaeroben Mukus auf, verandern sie unter anaeroben Bedingungen ihren

Phano- und Genotyp.

1.2 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa gehdrt zu der Gruppe der gramnegativen Stabchenbakterien. Da
dieses Bakterium Glucose nur oxidativ verwerten kann, zahlt es zu den
Nonfermentern. Es ist sowohl Katalase- als auch Oxidase-positiv. Seine Grole
bewegt sich zwischen 1,5-5,0 x 0,5-1,0 ym. Zu den unverwechselbaren
Eigenschaften zahlt unter anderem ein sufdlich-aromatischer Geruch, der durch
Bildung von Aminoacetophenon hervorgerufen wird. Fur P. aeruginosa typische
Krankheiten sind die Otitis externa, Infektionen von Brandwunden oder
postoperative Wundinfektionen, rezidivierende Harnwegsinfekte, Infektionen der
Atemwege durch kontaminierte Gerate und Infekte bei immunsupprimierten
Patienten. Pradisponierend fur chronische Lungeninfekte mit P. aeruginosa ist
die CF. P. aeruginosa bildet zwei wasserlosliche Pigmente: das blaugrine
Pyozyanin und das gelbgrine Pyoverdin, auch Fluoreszein genannt.
Virulenzfaktor ist unter anderen das Exotoxin A, eine ADP-Ribosyltransferase,
die durch Hemmung des Elongationsfaktors 2 die Proteinsynthese unterbindet.
Weitere Pathogenitatsfaktoren sind Fimbrien, die der Adhasion dienen, aber
auch Hamolysin, Proteasen sowie Lipopolysaccharide und Alginat, ein
komplexes Exopolysaccharid. Infektionen des Respirationstraktes mit
mukoidem, d.h. Alginat-positivem P. aeruginosa korrelieren nachweislich mit
dem Schweregrad der Erkrankung (Fick, 1981).

Unter Stressbedingungen wie etwa bei Hypoxie ist eine stark erhdhte Synthese
des Exopolysaccharids Alginat ein spezifisches Merkmal von P. aeruginosa
(Worlitzsch et al., 2002). Chemisch aufgebaut ist Alginat aus D-Mannuronsaure
und L-Guluronsaure (Linker et Jones, 1964, Linker et Jones, 1966). Mutationen

im Genom der Pseudomonaden, im speziellen Veranderungen im mucA-Gen,



sind zwar nicht allein fur die Induktion der Alginatsynthese verantwortlich,
konnten jedoch in 84% der Falle bei Alginat-positiven Stdmmen nachgewiesen
werden (Boucher et al., 1997). Unter normalen Bedingungen binden die muc-
ABD-Clusterproteine den Transkriptionsfaktor algU (algT), der dadurch algD
nicht aktivieren kann. AlgD gilt als SchlUsselprotein der Alginatsynthese.
Mutationen im mucA-Gen fiihren zu Freisetzung von algU mit nachfolgender
Aktivierung von algD und damit zur Alginatsynthese (Martin et al., 1993). Zu
den haufigsten Veranderungen im mucA-Gen zahlen Verkirzungen des DNA-
Stranges durch vorzeitiges Einfigen von Stop-Codons oder durch Strangbriiche
(Boucher et al., 1997). Stark gesteigerte Alginat-Produktion verursacht mukoide
Stamme. Unter anaeroben Bedingungen kann P. aeruginosa diesen mukoiden
Status mehrere Tage und langer aufrecht erhalten (Hassett, 1996). Bereits seit
Beginn der siebziger Jahre wurde die Alginatsynthese durch Nachweis von
Phagozytose-Inhibition (Schwarzmann et al.,, 1971), durch Nachweis
verschiedener Antibiotika-Resistenzen (Baltimore et al., 1987; Pina et al., 1997,
Bolister et al., 1991) sowie durch den Nachweis eines erhohten Schutzes
gegenuber radikalen Sauerstoffspezies (ROS) (Learn et al., 1987; Simpson et
al., 1989) mit der Aufrechterhaltung chronischer Atemwegsinfektionen in
Verbindung gebracht. CF-Patienten, bei denen eine Besiedelung mit mukoidem
Pseudomonas nachgewiesen werden konnte, wiesen aulderdem eine schnellere
Verschlechterung der bronchopulmonalen Einsekundenkapazitat (FEV4) auf als
Patienten mit Besiedelung nicht-mukoider Pseudomonaden. In der Regel finden
sich bei CF-Patienten bei erstmaliger Kolonialisierung mit P. aeruginosa nicht-
mukoide Stamme. Diese wandeln sich erst bei persistierender Infektion in
mukoide Stdamme um. Mukoide Pseudomonas-Stamme kdnnen in sogenannten
Mikrokolonien vorliegen (Lam et al., 1980). Als synonym gilt die Beschreibung

von Makrokolonien (Worlitzsch et al., 2002).

1.3 Das Lipopolysaccharid

Das Lipopolysaccharid (LPS) in der auReren Membran gramnegativer Bakterien

ist verantwortlich fir die proinflammatorische Immunantwort des Wirtes auf den



Erreger. LPS besteht aus drei Anteilen: dem Lipid A, dem Core-Protein und
dem Oberflachen-Antigen (O-Antigen) (Guo et al., 1997). Die toxische Wirkung
von LPS ist auf den Lipid A-Anteil zurickzufuhren (Lien et al., 2000); LPS stellt
somit ein Endotoxin dar. Das Lipid A setzt sich zusammen aus Fettsauren und
Phosphat, die an Glucosamin-Dimere gebunden sind (Abbildung 1). Es
vermittelt Uber den membranstandigen Toll-like-Rezeptor 4 (TIr4) von
Makrophagen und anderen Zellen die Ausschuttung von Tumor-Nekrose-Faktor
(TNF) und weiteren Zytokinen (Beutler, 2000). Durch die Zytokinausschuttung

ist LPS somit Ausloser flr die spezifische und unspezifische Immunantwort.

c12 3-OH C12

Abbildung 1: Chemische Struktur von penta-acetyliertem Lipid A beim Wildtyp
PAK (Hajjar et al., 2002).

In diesem Zusammenhang kommt LPS-Modifikationen folgende Bedeutung zu:
durch strukturelle Veranderungen werden Resistenzen gegenuber Mediatoren
von Immunantworten erzeugt und Immunreaktionen modifiziert. So fuhrt die
Bindung von Aminoarabinose an das LPS (Abbildung 2) bei Salmonella
typhimurium zu Resistenzen gegenltber Polymyxin, einem kationischen Peptid
(CAMP), und zu veranderten Zytokinausschuttungen an humanen
Endothelzellen (Guo et al., 1997). Eine weitere Bindung von Palmitat an das

Lipid A flhrt zu dessen erhohter Acetylierung und hat eine zunehmende



Resistenz von Salmonella typhimurium gegenuiber synthetischem C18G, einem
weiteren CAMP, zur Folge (Guo et al., 1998). Dieser Mechanismus konnte auch
bei den Erregern Escherichia coli und Yersinia enterocolica nachgewiesen
werden (Guo et al., 1998).

Aminoarabinose

OH

ol© 0 (l)H Aminoarabinose
(0]
o]
3-OH C10 HO
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c12

C12 3-0OH C12

3-0HC12

Abbildung 2: Chemische Struktur von modifiziertem hexa-acetyliertem Lipid A
bei P. aeruginosa-Isolaten von CF-Patienten (Hajjar et al., 2002).

Veranderte Umweltbedingungen wie etwa Magnesium (Mg®)-limitiertes
Medium fur in vitro wachsenden P. aeruginosa induzieren ebenfalls LPS-
Modifikationen in Form zusatzlicher Bindung von Aminoarabinose und Palmitat
an das Lipid A (Ernst et al., 1999). Verantwortlich hierfur sind die Sensorkinase
PhoQ und der Transkriptionsaktivator PhoP, die als Zwei-Komponenten-
Regulationssystem auch bei S. typhimurium vorliegen und auf veranderte
Umweltbedingungen reagieren: PhoP/PhoQ-Aktivierung durch Anwachsen in
Mg®*-limitiertem Medium mit anschlieBender Lipid A-Modifikation erzeugt bei P.
aeruginosa eine Resistenz gegenuber dem kationischen Peptid Polymyxin
(Ernst et al., 1999). Ebenso konnte eine PhoP/PhoQ-unabhangige Resistenz
gegenuber dem CAMP C18G nachgewiesen werden (Ernst et al., 1999).



1.4  Funktion von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN)

bei chronisch pulmonaler Infektion mit P. aeruginosa

Auf die Infektion der Bronchien mit P. aeruginosa folgt ein schnelles und
massives Einwandern von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten
(PMN) in die Atemwege (Meyer et al.,, 1993). PMN sind ein wichtiger
Bestandteil der akuten unspezifischen Immunabwehr und kénnen sowohl auf
oxidativem wie auch auf nicht-oxidativem Wege das Abtdten nach Phagozytose

von Bakterien bewerkstelligen (Mandell, 1974).

Oxidatives Abtoéten wird bestimmt durch den sogenannten Respiratory Burst,
der in den PMN gekennzeichnet ist durch starken Anstieg der Sauerstoff-
Aufnahme mit anschlieRender Synthese von Superoxidanionenradikalen (Oy)
und Wasserstoffperoxid (H2O2) (Babior, 1978). Wichtigster Bestandteil ist
hierbei die membranstandige NADPH-Oxidase, die (O]} in
Superoxidanionenradikale umwandelt. Durch die Beteiligung weiterer Enzyme,
aber auch spontan, kommt es zur Bildung von H;O, und OH" (Babior, 1978;
Rosen et al., 1995), die nun gemeinsam mit den Sauerstoffradikalen zu

Membranlipidperoxidationen und damit zum Abtoten von Bakterien fihren.

Nicht-oxidatives Abtoten von Bakterien in den PMN erfolgt unter anderem durch
kationische Peptide (CAMP), die sich in den Granula der PMN befinden. Nach
Verschmelzen der primaren Phagosomen mit diesen intrazellularen Granula
erfolgt deren Degranulation, bei der in der Regel kationische CAMP freigesetzt
werden (Babior, 1978). Eine Untergruppe der CAMP bilden die a-Defensine,
welche in den azurophilen Granula der PMN enthalten sind (Ganz, 2002).
Durch elektrostatische Wechselwirkung binden CAMP an die auldere Membran
gramnegativer Bakterien und werden in die Lipidschicht eingelagert. Dabei
kommt die hydrophobe Seite der Peptide in der Lipid A-Schicht zum Liegen
(Guo et al.,, 1998). lhre antimikrobielle Wirkung erzielen CAMP durch
nachfolgende Porenbildung in der Phospholipidmembran, was eine Erhdhung

der Membranpermeabilitat und damit die Lyse von Erregern zur Folge hat



(Ganz, 1999). Dabei wirken sie nicht nur auf gramnegative sondern auch auf
grampositive Bakterien sowie auf einige umhiillte Viren und Parasiten (Zasloff,
2002). Weitere Funktionen bestehen u.a. in der chemotaktischen Wirkung auf
Monozyten, dendritische Zellen und T-Zellen (Zasloff, 2002) sowie in der
proinflammatorischen Wirkung durch Histaminfreisetzung aus Mastzellen (Durr
et al, 2002). Eine indirekte antimikrobielle Wirkung der a-Defensine erfolgt
durch Induktion von Wasserstoffperoxidbildung in Lungengewebe; diese wurde

bisher allerdings nur in vitro nachgewiesen (Porro et al., 2001).

1.5 Zielsetzung der Studie

Ernst et al. gelang der Nachweis, dass P. aeruginosa unter veranderten
Umweltbedingungen sein LPS durch Addition von Palmitat und/oder
Aminoarabinose modfiziert. Diese Modifikationen gingen einher mit
Resistenzentwicklung der Pseudomonaden gegenuber einzelnen kationischen
Peptiden wie C18G und Polymyxin (Ernst et al., 1999). CAMP sind unter
anderem in humanen PMN enthalten und stellen einen wichtigen Bestandteil
der nicht-oxidativen Immunabwehr dar. Umwandlungen der LPS-Struktur durch
Addition von Palmitat und Aminoarabinose flhren zu zusatzlicher Acetylierung
der bakteriellen Oberflache und verandern so deren elektrische Ladung. Dies
konnte Ursache fur eine verhinderte elektrostatische Wechselwirkung zwischen
den kationisch geladenen CAMP und der auReren Membran der modifizierten

Pseudomonaden sein.

Aufgrund ihrer Ergebnisse formulierten Ernst et al. die These, dass modifizierte
LPS-Strukturen einen positiven Einfluss auf die Persistenz von P. aeruginosa in
der Lunge von CF-Patienten haben. Allerdings wurden wahrend der Versuche
nur zwei isolierte kationische Peptide verwendet, C18G und Polymyxin,
wohingegen bei der unspezifischen Immunabwehr durch PMN in diesen auch
andere zahlreiche CAMP enthalten sind. Ein weiterer wichtiger Bestandteil der

unspezifischen Immunabwehr unter aeroben Bedingungen sind ferner in den



PMN gebildete Sauerstoffradikale, deren Einfluss von Ernst et al. ebenfalls

ausgeklammert wurde.

Es stellt sich nun die Frage, ob modifiziertes LPS aufgrund der oben genannten
Resistenzentwicklungen einen Einfluss auf die Phagozytose und/oder das
intrazellulare Abtoten durch humane PMN haben kann. Es ist Ziel der
vorliegenden Arbeit, dies durch in vitro Phagozytose-Experimente zu

untersuchen.

Fir die Durchfuhrung der Phagozytose-Experimente wurden zunachst aerobe
Bedingungen gewahlt. So konnte untersucht werden, ob LPS-Modifikationen zu
vermindertem Abtoten der Pseudomonaden durch humane PMN fuhren, in
denen sowohl CAMP als auch Sauerstoffradikale vorliegen. Anschliel3end
erfolgten die Experimente unter anaeroben Bedingungen. Auf diesem Wege
konnte gewahrleistet werden, dass das Abtdten von P. aeruginosa durch PMN
nur mittels kationischer Peptide und nicht durch Sauerstoffradikale stattfinden
konnte. Unter anaeroben Bedingungen besitzt P. aeruginosa jedoch die
Eigenschaft, das Polysaccharid Alginat zu bilden. Da bei Alginat-positiven
Pseudomonaden Resistenzen gegenuber Phagozytose durch
Immunabwehrzellen gezeigt werden konnten (Schwarzmann et al., 1971; Oliver
et Weir, 1985; Simpson et al., 1988), konnte ein Einfluss der Alginatbildung auf
die Phagozytose unter anaeroben Bedingungen folglich nicht ausgeschlossen
werden. Um jedoch unter gleichen Bedingungen eine Synthese von Alginat
verhindern zu kdonnen, wurden die Phagozytose-Experimente ein weiteres Mal
unter aeroben Bedingungen bei gleichzeitiger Inhibition der Sauerstoffradikalen-

Bildung durch Diphenyleneiodonium chloride (DPI) durchgefihrt.

Nach Durchfihrung der Experimente unter anaeroben Bedingungen wurde
Alginat bei allen Stammen nachgewiesen. Ein mdglicher Einfluss von Alginat
auf die Phagozytose und das intrazellulare Abtoten der Pseudomonaden durch

humane PMN konnte dabei ebenfalls untersucht werden.



2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Chemikalien

Tryptone Soya Broth (TSB), Oxoid LTD, Basingstoke, England
NaCl , Merck KgaA, Darmstadt, BRD

Na; HPO4 *12 H,0, Merck KGaA, Darmstadt, BRD

KH2 POg4, Merck KGaA, Darmstadt, BRD
D(+)-Glucose-Monohydrat, Merck KGaA, Darmstadt, BRD
Dextran 500, Amersham Biosciences AB, Uppsala, Schweden
Ficoll, Biocoll Separating Solution, Biochrom AG, Berlin, BRD

Heparin, Liquemin® N 25000, Hoffmann La Roche AG, Grenzach-Wyhlen, BRD

AB’-Serum, Abteilung fiir Transfusionsmedizin Universitatsklinikum Tibingen,
Tubingen, BRD

DPI, Diphenyleneiodonium chloride, SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen, BRD
DAPI , 4'6’-Diamino-2-Phenylindol, SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen, BRD
Tween 20, SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen, BRD

Fluorescent mounting medium, DAKO, Hamburg, BRD

DAKO Pen, Code No. 2002, DAKO, Hamburg, BRD

Schweineserum normal , DAKO, Hamburg, BRD
Kaninchen-Anti-Alginat-Antikoérper, freundlicherweise Uberlassen von Gerry
Pier, Harvard Medical School, Boston, USA

Ziege-Anti-Kaninchen-Antikorper, Cy3-Antirabbit Antikorper, DAKO, Hamburg,
BRD

2.2 Gerate

Zentrifugen:

3K10, Sigma, Osterode, BRD

Multifuge 3 S-R, Kendro, Osterode, BRD
GR 412, Jouan, Saint Nazaire, Frankreich

Brutschranke:

10



Modell 700, Memmert GmbH+CoKG, Schwabach, BRD
Infors-HT, Schittelbrutschrank, Infors GmbH, Stuttgart, BRD

Heraeus Instruments, Dusseldorf, BRD

Gefriertruhe —70°C, Kendro, Laboratory Products, Hanau, BRD
Klhlschrank —20°C, Super 707, Bosch, Stuttgart, BRD
Fluoreszenzmikroskop, Axioplan, Zeiss, Oberkochen, BRD

Axiocam, Zeiss, Oberkochen, BRD

Photometer, LKB Biochrom, Pharmacia, England
Neubauer-Zahlkammer, Preciss, Frankreich

Lichtmikroskop, BX 300, Will, Wetzlar, BRD

Deckglaser, R. Langenbrink, Emmendingen, BRD

Objekttrager, R. Langenbrink, Emmendingen, BRD

10 ml-Pipettte, Corning Incorporated, New York, USA

1000er Eppendorf-Pipette, Eppendorf AG, Hamburg, BRD
Eppendorf-Cups, Eppendorf AG, Hamburg, BRD
Photometer-Messgefal3, Halbmikro-Kivette, Sarstedt, Numbrecht, BRD
20 ml-Spritze, Injekt 20 ml, B. Braun, Melsungen, BRD

Injektionsnadel, Sterican, B. Braun, Melsungen, BRD

Filter, Millipore Corporation, Bedford, Massachusetts, USA

14 ml Plastikrohrchen, Greiner-Labortechnik GmbH, Frickenhausen, BRD
1,5 ml Plastikréhrchen, Polypropylene Tube, Micronic Systems, Lelystad,
Holland

Blutagarplatten, Columbia-Blutagar, heipha Dr. Miller GmbH, Heidelberg, BRD

2.3 Medien und Stammlésungen

TSB-Flussigbouillon:
15g TSB
500 ml PBS 1-fach
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PBS 1-fach (Phosphat-gepufferte Saline):
170 g NaCl

28,46 g Na HPO4 *12 H,0

2,7 g KH, POy

1000 ml destilliertes H,O

anschliellende Verdlinnung dieser Lésung mit destilliertem H,O 1:20

1%-Glucose-PBS-Ldsung:
1 g Glucose-Monohydrat in 100 ml PBS 1-fach

2.4 Bakterienstamme und Inkubation

2.4.1 Beschreibung der P. aeruginosa-Isolate

Die fur die Phagozytose-Experimente verwendeten Isolate wurden
freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Robert K. Ernst, Departments of
Medicine and Microbiology, University of Seattle, USA. Alle Isolate stammten
von CF-Patienten und wiesen innerhalb der LPS-Struktur verschiedene Lipid A-
Modifikationen auf. Die von Robert K. Ernst ausgewahlten Bezeichnungen fur
die einzelnen Stamme wurden wie folgt beibehalten: Die Stamme CF1-CF6
stammten von sechs verschiedenen Kindern im Alter von weniger als 6 bis 18
Monaten, die als MD1 und SV2 bezeichneten Isolate von einem 17- bzw.
16jahrigen Patienten. Die Abkurzung MD bedeutet ,mild“, SV steht hierbei fur
.severe®. Gemeint sind damit die jeweiligen Krankheitsverlaufe nach Infektion
mit diesen Bakterienkolonien. Fur alle Phagozytose-Experimente wurden nicht

nur die genannten Isolate verwendet, sondern auch der PAO1-Wildtyp.

2.4.2 Chemische Struktur der modifizierten Lipopolysaccharide

Die P. aeruginosa-Stamme CF1-CF6 und MD1 wiesen die gleichen LPS-

Modifikationen auf. Dabei enthielten sowohl die innere als auch die auflere
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bakterielle Membran penta-acetyliertes und hexa-acetyliertes LPS (Abbildung
3). Da penta-acetyliertes LPS regularer Bestandteil des Wildtyps PAO1 ist,
handelt es sich bei den genannten Stammen folglich um sogenannte LPS-

Mischformen und nicht um rein modifiziertes LPS.

OH
OH o
o) o
o0 HEp B o
HO —P-
I o oH © NH 1o o
OH NH 0 .
o o HO o o HO i
OH HO i o NH O— P-0
o NH o o :
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0 0 ) (
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a) ) b)  c1e

Abbildung 3: Chemische Strukturen von Lipid A der P. aeruginosa-Stdmme CF1-CF6
und MD1, die sowohl in der dueren als auch in der inneren bakteriellen Membran

vorliegen (Robert K. Ernst, Departments of Medicine and Microbiology University of
Seattle, USA).

a) penta-acetyliertes Lipid A, wie es auch beim Wildtyp PAO1 zu finden ist
b) modifiziertes hexa-acetyliertes Lipid A

OH 0
0 Il
o g 0 HO -p-0 0
H p—
| 0 b4 o

2 ) b c16

Abbildung 4: Chemische Strukturen von Lipid A, wie sie bei dem P. aeruginosa- Stamm
SV2 in der inneren und in der duferen bakteriellen Membran vorliegen (Robert K.
Ernst, Departments of Medicine and Microbiology, University of Seattle, USA).

a) modifiziertes hexa-acetyliertes Lipid A

b) modifiziertes hepta-acetyliertes Lipid A

Der Stamm SV2 enthielt kein penta-acetyliertes Lipid A, sondern setzte sich aus

hexa- und hepta-acetyliertem modifiziertem LPS zusammen (Abbildung 4).
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Diese LPS-Strukturen lagen ebenfalls sowohl in der inneren und als auch in der

auleren bakteriellen Membran der Pseudomonaden vor.

2.4.3 Kultivierung von P. aeruginosa

In sterile Glasréhrchen mit einem schlieRenden Papierstopfen wurden 5 ml
Tryptone Soya Broth (TSB)-Flussigbouillon mit einer sterilen 10 ml-Pipette
gefullt. Aus der bei —70°C aufbewahrten Einfrierkultur (in TSB mit 15% Glycerin
aufgenommene Bakterienkolonien) wurde dann mit einer sterilen Impfése ein
kleiner Teil des Inhalts aufgenommen und in die TSB-Bouillon uberflhrt.
AnschlieBend wurden die Glasrohrchen Uber Nacht bei 37°C und 200
Umdrehungen pro Minute (U/min) in einem Schuttelbrutschrank bebrutet. Die
Kultivierung von P. aeruginosa auf diese Weise wird im folgenden als

Ubernachtkultur bezeichnet.

Zusatzlich wurden fur alle Bakterienstamme sogenannte Tagkulturen
hergestellt. Dafiir wurden aus der Ubernachtkultur entnommen Bakterien bei
600 nm auf eine optische Dichte (OD) von 0,05 eingestellt. Bei 37°C und 200
U/min wurden sie anschliel3end in 10 ml TSB/PBS so lange bebrutet, bis eine
OD von 0,8-1,0 erreicht wurde. Die Bakterien befanden sich nun in der lag-
Phase, der sogenannten Anlaufphase vor Beginn des exponentiellen

Wachstums.

Sowohl aus der Ubernacht- als auch aus der Tagkultur der Bakterien wurden 2
ml mit einer 1000er Eppendorf-Pipette entnommen und in sterile 2 ml Cups
geflllt. AnschlieRend wurde diese bei 5000 U/min, 4°C flr 5 min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgesaugt und das Ubriggebliebene Pellet in 1%-
Glucose-PBS-Ldsung aufgenommen und homogenisiert. Dieser Vorgang wurde
zweimal wiederholt. Nach dem zweiten Waschgang wurde die OD der Bakterien
bei 600 nm bestimmt. Dafir wurden aus dem 1000 pl enthaltenden
Eppendorfcup mit den gewaschenen Bakterien 100 ul entnommen und in einem

dem Photometer dienenden Messgefald 1:10 mit PBS 1-fach verdunnt. Zur
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Eichung dienten als Leerwert 1000 uyl PBS 1-fach. Um eine Konzentration der
Bakterien von 1*10® Kolonie bildenden Einheiten (KBE) /ml zu erhalten,

mussten diese auf eine ODgonm=0,08 eingestellt werden.

2.5 Nachweis von Alginat mittels indirekter Immunfluoreszenzfarbung

Alginat ist ein Polysaccharid, welches von Pseudomonas aeruginosa gebildet
wird. Bevor die einzelnen Isolate fur die nachfolgenden Experimente verwendet
wurden, wurde mittels indirekter Immunfluoreszenzfarbung nachgewiesen, ob
sie unter den oben beschriebenen Kulturbedingungen Alginat produzierten. Da
Alginat-positiven Pseudomonaden unter bestimmten Bedingungen bereits ein
erhohter Schutz gegenuber Phagozyten nachgewiesen werden konnte (1.2),
konnte eine durch Alginat hervorgerufene mogliche Veranderung der
Phagozytose zu Beginn nicht ausgeschlossen werden. Um jedoch
ausschlieBlich den Einfluss von LPS-Modifikationen auf die Phagozytose
untersuchen zu kénnen, durfte eine Alginat-Produktion folglich nicht stattfinden.
Nur so konnte gewahrleistet werden, dass mogliche Veranderungen hinsichtlich
der Phagozytose einzig und allein auf LPS-Modifkationen zurtckzufuhren
waren. Die Phagozytose-Experimente erfolgten deshalb lediglich unter

Verwendung Alginat-negativer Isolate.

Fir jeden der Stamme wurden sowohl aus einer Tag- als auch aus einer
Ubernachtkultur Praparate angefertigt. Aus beiden Kulturen wurden dabei je 2
ml in Eppendorfcups pipettiert. Bei 5000 U/min, 4°C und flr 5 min wurden alle
Eppendorfcups anschlieRend zentrifugiert, um dann mit PBS 1-fach (ohne Acid,
ohne Tween) zweimal gewaschen zu werden. Nach dem zweiten Waschgang
wurden die Pellets in 100 pyl PBS 1-fach (ohne Acid, ohne Tween)
aufgenommen und homogenisiert. Auf Objekttrager wurden nun 2*10 ul einer
jeden Suspension aufgetropft und luftgetrocknet. Diese Bereiche wurden mit
einem Silikonstift umfahren; es wurde so ein hydrophober Randwall geschaffen.

Der zweite Tropfen diente dabei als Kontrolle.
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Um eine Alginatproduktion nach Inkubation der Stdmme unter anaeroben
Bedingungen wahrend der Phagozytose-Experimente nachzuweisen, wurden
sowohl aus dem Pellet als auch aus dem Uberstand der Versuchsansatze der
Stamme CF1-6, MD1 und SV2 2*10 ul mit der Pipette entnommen und auf
einen Objekttrager getropft. Ebenso wurden Praparate aus den dazugehorigen

Kontrollwerten angefertigt.

Unter Verwendung von PBS 1-fach mit 0,1%Tween (PBS/Tween) wurde
anschlief3end zur Abdeckung von unspezifischen bakteriellen
Oberflachenantigenen und Bindungsstellen des Objekttragers Schweineserum
1:10 verdunnt. Pro Tropfen auf den Objekttragern wurden ca. 25 pyl Serum
zugegeben um fur 30 min einzuwirken. Nach Absaugen der Praparate folgten
fur je 5 min zwei Waschgange mit PBS/Tween. Die Zugabe des ersten
Antikorpers, eines Kaninchen-Anti-Alginat-Antikorpers, erfolgte nach dessen
1:50 Verdunnung mit PBS/Tween. Die Einwirkzeit hierfur betrug 60 min. Nach
wiederholtem zweifachen Waschen mit PBS/Tween wurde dann der zweite
Antikorper, ein 1:800 verdinnter Ziege-Anti-Kaninchen-Antikorper, der mit rot
leuchtendem lichtempfindlichem Fluorochrom Indocarbocyanin 3 konjugiert war,
fur 40 min aufgetropft. Um DNA in den Bakterien markieren zu konnen wurde
DAPI verwendet. Es diente bei der Auswertung dazu festzustellen, ob
fluoreszierende Partikel tatsachlich auf Bakterien zurlckgefihrt werden
konnten. DAPI wurde dabei in einer Konzentration von 5 ug/ml aufgetragen und
wirkte 5 min ein. Fur die zwei nachfolgenden Waschgange wurde nur H,O dest.
verwendet und die Praparate anschlieBend im Dunkeln Iluftgetrocknet.
Deckglaser wurden mit einem querverlaufenden Streifen eines Antibleichmittels
versehen und auf die Objekttrager gelegt. Aufbewahrt wurden die Praparate im
Kuhlschrank bei —20°C. Unter einem Fluoreszenzmikroskop wurden die

Praparate untersucht, einige davon wurden fotografiert.
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2.6 Isolierung polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten (PMN)

Die Isolierung der polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN) erfolgte
aus 10 ml Vollblut. Dieses wurde nach Entnahme in eine 20 ml-Spritze
umgefullt, in welcher zuvor mit einer Injektionsnadel wenige ul Heparin und 2 ml
steril filtriertes Dextran 5% aufgenommen wurden. Die Verdunnung von Dextran
erfolgte mit 0,9% NaCl. Die Spritze wurde fur 45 min stehen gelassen. In dieser
Zeit bildete sich ein Uberstand, der zu gleichen Anteilen auf zwei sterile 14 ml
fassende Plastikrohrchen verteilt wurde, die zuvor mit jeweils 4 ml Ficoll gefullt
wurden. Der sich am Grund der Spritze befindende Rest des Blutes
(hauptsachlich aus Erythrozyten bestehend) wurde verworfen. Die beiden
Réhrchen wurden nun bei 2000 U/min, 30 min und Raumtemperatur
zentrifugiert. Nach 30 Minuten Zentrifugieren bildete sich am Boden der
Roéhrchen jeweils ein Pellet. Der Uberstand gliederte sich in zwei Phasen, wobei
die obere Phase Serum enthielt und sich die untere aus verbliebenen
Lymphozyten zusammensetzte. Beide Phasen wurden mit Hilfe einer 1000er
Eppendorf-Pipette abgenommen und verworfen. Um die restlichen im Pellet
verbliebenen Erythrozyten zu lysieren, wurden nun zuerst 2 ml H,O dest. und
nach genau 30 sec 2 ml 1,8% NaCl (18 g NaCl in 1 | H,O dest.) zugegeben. Die
Suspension wurde homogenisiert und bei 1200 U/min, 10 min und
Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Auslaufen der Zentrifuge wurde der
Uberstand dekantiert und der Lyseschritt wiederholt. Nachdem der Uberstand
erneut dekantiert wurde, wurden beide Pellets in 1 ml 1%-Glucose-PBS

aufgenommen und vorsichtig homogenisiert.

Zur Quantifizierung der PMN wurde eine Neubauer-Zahlkammer mit einer Tiefe
von 0,1 mm und 0,0025 mm? Flache zu Hilfe genommen. 10 pl der PMN-
Lésung wurden mit 90 pl 1%-Glucose-PBS 1:10 verdinnt. Unter Verwendung
des 10er-Objektivs eines Lichtmikroskopes wurden zwei Grol¥felder (jeweils
bestehend aus 16 Kleinfeldern) der Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt und die
Summe der gezahlten PMN halbiert. Der so errechnete Mittelwert ging in die

weitere Rechnung ein. Die Anzahl der PMN/ml entsprach der Anzahl der
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gezahlten PMN (Mittelwert)*10*10000. Da fur das Phagozytose-Experiment
eine Konzentration der PMN von 2*10%ml benétigt wurde, wurde die PMN-

Losung mit 1%-Glucose-PBS entsprechend verdunnt.

2.7 Phagozytose-Experimente unter aeroben und anaeroben

Bedingungen

Fur die einzelnen Bakterienstamme wurden drei verschiedene Versuchsansatze
zu je 1000 pl gewahlt (Tabelle 1). Hierbei wurden wieder die bereits oben

genannten 14 ml Plastikrohrchen als Gefalie verwendet.

Tabelle 1

Zusammensetzung der einzelnen Versuchsansatze fir die Phagozytose-Experimente

1%-Glucose- Bakterienldsung PMN-Lésung  AB’-Serum

PBS [1*10%/ml] [2*10%/ml]
1. Ansatz 900 pl 100 pl
2. Ansatz 300 ul 100 i 500 pl 100 i
3. Ansatz 800 pl 100 pl 100 pl

1.Ansatz: Kontrollwert (Bakterien)
Um feststellen zu kdnnen, dass die Bakterien auf die richtige Konzentration von
1*10” KBE/ml eingestellt waren, wurde bei jedem Experiment eine Kontrollwert

(K) mitbestimmt.
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2. Ansatz: Phagozytose-Experiment (PMN+Bakterien)

Das Zusammenfiihren von Bakterien und neutrophilen Granulozyten diente als
Grundvoraussetzung fur die Phagozytose und stellte das eigentliche
Experiment dar. Die PMN wurden zusatzlich durch humanes AB*- Serum zur

Phagozytose angeregt.

3.Ansatz: Leerwert (Bakterien)

Dieser Ansatz wurde verwendet um nachweisen zu koénnen, dass das
Uberleben der Bakterien unter den fiir das Experiment gewéhiten Bedingungen
gewahrleistet war. Zudem diente der Leerwert zur Berechnung der im

Phagozytose-Experiment abgetoteten Bakterien.

Sowohl die Leerwerte als auch die Versuchsansatze wurden nun fur 90 min bei
37°C und 200 U/min inkubiert, wobei die Inkubation unter anaeroben
Bedingungen in einem anaeroben Brutschrank erfolgte. Um eine Inkubation
unter aeroben Bedingungen zu gewahrleisten wurden die Deckel der
Plastikrohrchen um eine halbe Umdrehung gedffnet und in einem aeroben
Brutschrank bebritet. Nach Ablauf der 90 min Inkubationszeit wurden nur die
Versuchsansatze, nicht jedoch die Leerwerte, bei 1200 U/min und
Raumtemperatur fir 10 min zentrifugiert. Der dabei gebildete Uberstand wurde
dekantiert und auf Eis aufbewahrt; die in ihm enthaltene Konzentration an
Bakterien entsprach der nicht phagozytierten Bakterienanzahl. Das Pellet wurde
in 1000 plI 1%-Glucose-PBS aufgenommen, vorsichtig mit einer Pipette
homogenisiert und nochmals bei 1200 U/min und Raumtemperatur fir 10 min
zentrifugiert. Nach Dekantieren des Uberstandes wurde dieser Schritt noch
einmal wiederholt. AnschlieRend wurde das Pellet in 1000 pl 1%-Glucose-PBS
suspendiert. Die Anzahl der sich darin befindenden Bakterien entsprach den
phagozytierten und adharenten, aber nicht abgetdteten Pseudomonaden. Um
die Anzahl Uberlebender Bakterien in den einzelnen Ansatzen berechnen zu
kénnen, wurde pro Ansatz eine Verdunnungsreihe angesetzt und anschlieend
ausplattiert. Eine Verdlinnungsreihe bestand aus acht sterilen 1,5 ml fassenden
Plastikrohrchen, in die mit einer Multipipette jeweils 900 pl 1%-Glucose-PBS
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pipettiert wurden. Aus allen Ansatzen (Kontrolle, Versuchsansatze, Leerwerte)
wurden nun 100 pl entnommen und dann in das jeweilige erste der acht
Rohrchen pipettiert. Mit Hilfe der Multipipette wurde der Inhalt homogenisiert,
100 ul davon aufgenommen und in das folgende Rohrchen pipettiert. Dann
wurden die Pipettenspitzen gewechselt, der Inhalt des zweiten Rdhrchens
homogenisiert und wiederum 100 ul aufgenommen, um in das dritte R6hrchen
gefullt zu werden. Analog wurde mit den Inhalten der restlichen Rohrchen
verfahren. In jedem Rohrchen wurde die Bakterienldsung somit um den Faktor

1:10 weiter verdunnt.

Pro Verduinnungsreihe erfolgte eine Doppelbestimmung: dafur wurden zwei
Blutagarplatten beschriftet und mit einem aus 16 Kleinfeldern bestehenden
Gitternetz bemalt. Die ersten beiden Felder wurden mit 10  beschriftet, die
folgenden beiden mit 10, die Gibrigen Felder entsprechend bis zu 107°. Aus
den Roéhrchen der Verdunnungsreihen wurden nun jeweils 10 pl mit einer
Eppendorfpipette enthommen und auf die entsprechenden Felder aufgetropft.
Die Entnahme dieser 10 ul entsprach einer weiteren Verdlinnung von 1:100, so
dass sich in den ersten beiden mit 10° ausgezeichneten Feldern eine
Verdunnung der Bakterien von 1:1000 befand. Die Blutplatten wurden solange
stehen gelassen bis die Tropfen eingetrocknet waren und dann Uber Nacht bei
37°C bebrutet.

Die Phagozytose in % errechnete sich aus dem Verhaltnis Kolonie bildender
Einheiten (KBE) im Uberstand zu KBE im Leerwert. Sie entspricht dem Anteil
aller intrazellularer Bakterien nach Phagozytose an der Gesamtzahl der sich im

Leerwert befindenden Bakterien:

KBE (Uberstand) x 100 = Phagozytose in %
KBE (Leerwert)
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Das relative Abtéten in % wurde aus dem Verhaltnis KBE (Uberstand) + KBE
(Pellet) zu KBE (Leerwert) berechnet. Dies entspricht dem Anteil aller getdteten

Bakterien an der Gesamtzahl der in dem Experiment vorhandenen Bakterien:

100 - KBE (Uberstand) + KBE (Pellet) x 100 = relatives Abtoten in %
KBE(Leerwert)

Aus dem Verhaltnis relatives Abtdten in % zu Phagozytose in % liel3 sich
anschliel’end das absolute Abtdten bestimmen. Es entspricht dem Anteil der in

den PMN abgetoteten Bakterien an allen phagozytierten Bakterien:

rel. Abtoten in % x 100 = absolutes Abtoten

Phagozytose in %

2.8 Inkubation der Stamme CF1-4 und CF6 unter anaeroben

Bedingungen nach Zugabe von Nitrat

Nitrat (NO3) dient P. aeruginosa unter anaeroben Bedingungen als terminaler
Elektronenakzeptor, der die Abdeckung des Energiebedarfs und somit die
Alginatsynthese gewahrleistet. Um festzustellen, ob sich die Alginat-Synthese
der verschiedenen Stamme unter anaeroben Bedingungen bei Zugabe von
Nitrat verandern wuirde, wurden je 100 pul Bakterienldsung [1*10% /ml] der
Stdmme CF1-4 und CF6 mit 890 ul 1%-GIc-PBS und 10 uyl NO3 [10 mM] fir 90
Minuten anaerob inkubiert. Von allen Ansatzen wurden Praparate fur die
anschlielende indirekte Immunfluoreszenzfarbung zum Nachweis von Alginat
angefertigt (2.5).

2.9 Phagozytose unter aeroben Bedingungen nach Zugabe von DPI

Die membranstandige NADPH-Oxidase der PMN bildet aus Sauerstoff (O;)
Superoxid-Anionen-Radikale (O2). Diese reagieren entweder spontan oder mit
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Hilfe der Superoxid-Dismutase (SOD) weiter zu H,O, oder werden durch Einbau
eines weiteren Elektrons in reaktive Sauerstoff-Spezies umgewandelt, die als
starke Oxidationsmittel oder als freie Radikale auf zellulare Strukturen und
Molekule toxisch wirken. Diphenyleneiodonium chloride (DPI), ein nicht-
kompetitiver Inhibitor, fuhrt durch Adduktionsbildung mit einem Redoxzentrum
der NADPH-Oxidase zu deren irreversiblem Funktionsverlust (O’Donnell et al.,
1993). Durch den Einsatz von DPI konnte die Bildung von Sauerstoffradikalen
verhindert und das Ausschalten des oxidativen Abwehrmechanismus der PMN
gewahrleistet werden: das Abtdten der Bakterien durch Sauerstoffradikale
konnte nicht mehr stattfinden. Aufgrund der aeroben Bedingungen wahrend der
Experimente konnte aul3erdem verhindert werden, dass Alginat wahrend der
Inkubationszeit gebildet wurde, wie es unter anaeroben Verhaltnissen der Fall
war (3.3). Alginat als moglicher Ausloser flr eine veranderte Phagozytose

konnte somit ausgeschlossen werden.

Die einzelnen Versuchsansatze fur die Phagozytose-Experimente setzten sich,
wie unter 2.7 beschrieben, aus den selben Komponenten zusammen. Das
Roéhrchen, in welchem sich PMN und Bakterien befanden, enthielt jedoch
zusatzlich 20 ul DPI [1mM] und nur 280 ul 1%-Glucose-PBS. Dem Leerwert
wurden 20 yl DPI [1mM] und nur 780 pl 1%-Glucose-PBS zugegeben. Das
weitere Verfahren entsprach dem bereits oben aufgefuhrten Versuchsablauf

unter aeroben Bedingungen (2.7).

2.10 Cytochrom c-Test

Der Cytochrom c-Test diente als Funktionsnachweis fur DPI: seine Anwendung
ermdglichte es, die in jedem Versuchsansatz vorhandenen Sauerstoffradikale
zu quantifizieren. Als Kontrolle bzw. Vergleichswert flr die Wirksamkeit des DPI
und auch der Wirksamkeit von Cytochrom c¢ wurden Versuchsansatze
verwendet, denen statt DPI Superoxid-Dismutase (SOD) zugegeben wurde. Da
die SOD Sauerstoffradikale zu H,O, umwandelt, lassen sich in den SOD

enthaltenden Versuchsansatzen keine Sauerstoffradikale mehr nachweisen. Bei
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Funktion des DPI als NADPH-Oxidase-Hemmer durften die mit DPI versehenen
Ansatze ebenfalls keine Sauerstoffradikale mehr enthalten. In den
Versuchsansatzen, welche weder DPI noch SOD enthielten, konnte hingegen
die maximale Sauerstoffradikalenproduktion gemessen werden. Die Zugabe
von Cytochrom c erfolgte in einer Konzentration von 10 mg/ml. SOD wurde in

einer Konzentration von 2000 units/ml verwendet (Tabelle 2).

Tabelle 2

Zusammensetzung der einzelnen Versuchsansatze fur den Cytochrom c-Test

1%Glc-PBS  Cytochrom c SOD Bakterien AB’-Serum  DPI PMN
[10mg/ml] [2000units/mi] [2*108/ml] [1mM] [1*107/ml]

1. 300ul 80l - 100l 100l 20ul  200pl

2. 2204l 80ul 80ul 100l 100ul 20ul 200l

3. 320pl 80l - 100l 100l - 200ul

4. 240yl 80l 80ul 100yl 100l - 200yl

Diese Ansatze wurden fur 60 min bei 200 U/min und 37°C im
Schuttelbrutschrank inkubiert. Als Gefalde dienten sterile 14 ml Plastikrohrchen,
deren Deckel wahrend der Inkubation um eine halbe Umdrehung geoffnet
waren. Nach einer Stunde wurden mit Hilfe einer 1000er Eppendorfpipette

jeweils 1000 pl aus den einzelnen Ansatzen in die dem Photometer

23



zugehodrigen Halbmikro-Kuvetten pipettiert und die optische Dichte bzw.

Absorption bei 550 nm gemessen.

Mit Hilfe der Absorptionsmessung konnte die Wirksamkeit des DPI bestimmt

werden:

1.

A Absorption (60min) = Absorption (Ansatz Nr.3) - Absorption (Ansatz
Nr.4)

A Absorption (60min) x 68 = x; nmol O, /2*10° /60min

Dieser Wert entspricht dem Leerwert.

A Absorption (60min) = Absorption (Ansatz Nr.3) — Absorption (Ansatz
Nr.1)

A Absorption (60min) x 68 = x, nmol Oy /2*10° /60min

x> nmol O, /2*10° /60min x 100 = Wirksamkeit des DPI in %
x1 nmol Oy /2*10° /60min
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3. ERGEBNISSE

3.1 Indirekte Immunfluoreszenzfarbung zum Alginatnachweis in

Ubernacht- und Tagkulturen von P. aeruginosa

Da die Stamme CF1, CF2, CF3, CF4, CF6, MD1 und SV2 sowohl in der Tag-
als auch in der Nachtkultur unter aeroben Bedingungen Alginat-negativ waren,
konnten deren Isolate Uber Nacht kultiviert und am darauffolgenden Tag fur die
Phagozytose-Experimente verwendet werden (Tabelle 3). Bei positivem
Alginatnachweis in den Ubernachtkulturen der Stdmme CF5 und PAO1
(Abbildung 5) wurde von diesen zur Verwendung in den Versuchsreihen nur
Tagkulturen eingesetzt. MD2 war der einzige Stamm, der sowohl in der Tag- als
auch in der Nachtkultur Alginat aufwies und somit, wie bereits unter 2.5
erlautert, von den Phagozytose-Experimenten ausgeschlossen werden musste
(Tabelle 3).

Tabelle 3

Ergebnis der indirekten Immunfluoreszenzfarbung zum Alginatnachweis bei P.
aeruginosa in den Ubernacht- und Tagkulturen unter aeroben Bedingungen.

P. aeruginosa CF1 CF2 CF3 CF4 CF5 CF6 MD1 MD2 SV2 PAO1

Ubernachtkultur - - - - + - - + - +

Tagkultur - - - - - - - + . ;

Positiver Alginatnachweis: +, negativer Alginatnachweis: -
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DAPI-markierte

Schwach Alginat-

positiver PAOT- >\ DNA N
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Abbildung 5: Ergebnis der indirekten Immunfluoreszenzfarbung eines schwach
Alginat-positiven PAO1-Stammes. Zur DNA-Markierung der Bakterien wurde DAPI
verwendet (2.5); so konnte nachgewiesen werden, dass fluoreszierende Partikel mit
den Bakterien identisch waren.

a) schwach Alginat-positiver PAO1-Stamm aus der Ubernachtkultur

b) wie a), aber unter Anwendung eines speziellen mikroskopischen Filters zur
Darstellung der DAPI-markierten DNA des PAO1-Stammes

3.2 Einfluss von LPS-Modifikationen auf die Phagozytose und das
Abtoten durch PMN unter aeroben und anaeroben Bedingungen

Bei den Phagozytose-Experimenten unter aeroben Bedingungen lag die
niedrigste Phagozytoserate bei 86,4% + 5,4 (CF1), die hochste bei 97,1% + 1,6
(SV2) (Abbildung 6). Das absolute Abtoten (in den PMN abgetotete Bakterien
im Verhaltnis zu allen phagozytierten Bakterien) lag im Mittel zwischen 89,9% +*
0,8 (CF3) und 98,4% % 1,7 (PAO1) (Abbildung 7). Daraus folgt, dass eine
erfolgreiche Phagozytose bei allen Pseudomonaden stattfand, ebenso ein
erfolgreiches intrazellulares Abtoten aller phagozytierten Bakterien. Die
jeweiligen LPS-Modifikationen der verschiedenen Bakterien-Stamme (2.4.2)
hatten somit keinen Einfluss auf die Phagozytose und das intrazellulare Abtoten
durch PMN.

Unter anaeroben Bedingungen ergaben sich Phagozytoseraten zwischen
59,4% + 4,9 (CF2) und 94,0% £ 3,9 (SV2) (Abbildung 6). Das absolute Abtéten
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(s.0.) befand sich ebenfalls im Mittel zwischen 97,5% + 1,2 (CF6) und 99,0% %
0,5 (MD1) (Abbildung 7). Aus diesem Ergebnis lasst sich schliellen, dass die
Pseudomonas-Stamme unterschiedlich stark von den PMN phagozytiert

wurden, am wenigsten phagozytiert wurde dabei der Stamm CF2.

Nach erfolgreicher Phagozytose wurden jedoch alle intrazellularen Bakterien zu
uber 95% abgetdtet. Da unter anaeroben Bedingungen wahrend der
Inkubationszeit von allen Bakterien Alginat gebildet wurde (3.3), ware die
Produktion von Alginat eine mdgliche Erklarung flr die bei einigen Stammen
verminderte Phagozytose. Ein signifikanter Unterschied zur Phagozytose
Alginat-negativer Bakterien unter aeroben Bedingungen liefl3 sich jedoch nur fur
den Stamm CF2 nachweisen (t=5.89, df=3, p<0,01).
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Abbildung 6: Anteil intrazellularer Bakterien der Pseudomonas-Stamme CF1-CF6,
MD1, 8V2 und PAO1 nach Phagozytose unter aeroben (JJjj) und anaeroben ( [])
Bedingungen in % des Leerwerts.

Jedes Phagozytose-Experiment wurde pro Bakterienstamm dreimal

durchgefuhrt. FUr die tabellarischen Abbildungen wurden jeweils der Mittelwert
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und eine Standardabweichung gewahlt. Bei den genannten Prozentzahlen

handelt es sich ebenfalls um die Mittelwerte bei Dreifachbestimmungen.

110

100

an allen phagozytierten Bakterien in %

Anteil der in den PMN abget6teten Pseudomonaden

Abbildung 7: Anteil der in den PMN abgetoteten Pseudomonaden der Stamme CF1-
CF6, MD1, SV2 und PAO1 an allen phagozytierten Bakterien in % nach Phagozytose

unter aeroben (g ) und anaeroben (7 ) Bedingungen

3.3 Alginatproduktion wahrend der Phagozytose- Experimente u

anaeroben Bedingungen

nter

Mittels indirekter Immunfluoreszenzfarbung konnte gezeigt werden, dass alle

Pseudomonadenstamme sowohl im Pellet als auch im Uberstand nach 90 min

Inkubationszeit unter anaeroben Bedingungen Alginat-positiv waren.

konnten zahlreiche sich in den PMN befindende

Alginat-

Ebenso

positive

Pseudomonaden nachgewiesen und damit eine erfolgreich stattgefundene

Phagozytose trotz Alginatsynthese bewiesen werden (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Ergebnis der indirekten Immunfluoreszenzfarbung zweier
Versuchsansatze nach Durchflihrung der Phagozytose-Experimente unter anaeroben
Bedingungen. Darstellung der stattgefundenen Phagozytose von mukoidem P.
aeruginosa mittels PMN durch Nachweis sich intrazellular befindender Alginat-positiver
Pseudomonaden. Auch hier wurde DAPI zur Markierung von bakterieller und zellularer
DNA verwendet, um fluoreszierendes Material auf PMN und Bakterien zurickfiihren zu
kdnnen (2.5).

a) stark Alginat-positiver, intrazellularer CF2-Stamm nach 90 min Inkubationszeit unter
anaeroben Bedingungen

b) wie a), aber unter Anwendung eines speziellen mikroskopischen Filters zur Darstel-
lung der DAPI markierten DNA des CF2-Stammes und des PMN

c) stark Alginat-positiver, intrazellularer PAO1-Stamm nach 90 min Inkubationszeit un-
ter anaeroben Bedingungen

d) wie c), aber unter Anwendung eines speziellen mikroskopischen Filters zur Dar-
stellung der DAPI-markierten DNA des PAO1-Stammes und der PMN

3.4  Zugabe von Nitrat hat keinen Einfluss auf die Alginatproduktion

Unter anaeroben Bedingungen dient Nitrat P. aeruginosa zur Abdeckung des

Energiebedarfs (2.8). Deshalb galt es zu untersuchen, ob eine Nitratzugabe
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wahrend der Phagozytose-Experimente unter anaeroben Bedingungen einen

Einfluss auf die Alginatsynthese besitzen wirde.

Bei allen mit und ohne Nitrat inkubierten Stammen (CF1-4 und CF6) ergab die
Auswertung der Ansatze mittels indirekter Immunfluoreszenzfarbung keinen
Unterschied hinsichtlich der Alginatsynthese, so dass Nitrat den Phagozytose-
Experimenten unter anaeroben Bedingungen nicht extra zugegeben werden
musste (Abbildung 9).

Alginat-
positiver
CF2-Stamm

DAPI-
markierte
DNA

/

DAPI-
INENEG
DNA

Alginat-
positiver
CF2-Stamm

& -

Abbildung 9: Ergebnis der indirekten Immunfluoreszenzfarbung zweier
Versuchsansatze nach Durchflihrung der Phagozytose-Experimente unter anaeroben
Bedingungen mit und ohne Nitratzugabe. Unter Verwendung von DAPI Darstellung
bakterieller DNA zur Identifikation fluoreszierender Partikel mit den Bakterien (2.5).

a) Alginat-positiver CF2-Stamm nach 90 min Inkubationszeit unter anaeroben Beding-
ungen mit Zugabe von Nitrat

b) wie a), aber unter Anwendung eines speziellen mikroskopischen Filters zur Darstel-
lung der DNA des CF2-Stammes

¢) Alginat-positiver CF2-Stamm nach 90 min Inkubationszeit unter anaeroben Beding-
ungen ohne Zugabe von Nitrat
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d) wie c), aber unter Anwendung eines speziellen mikroskopischen Filters zur Darstel-
lung der DNA des CF2-Stammes

3.5 Einfluss von LPS-Modifikationen auf die Phagozytose und das
Abtodten durch PMN nach Zugabe von DPI unter aeroben

Bedingungen

Um unter aeroben Bedingungen eine Ausschaltung der Sauerstoffradikale
gewahrleisten zu konnen, wurde DPI eingesetzt (2.9). So konnte es bei
Vermeidung der Alginat-Synthese ermdoglicht werden, dass das Abtoten der

Pseudomonaden ausschlieRlich auf CAMP zuritickzufuhren war.

Unter diesen Bedingungen hatte bei allen Stammen eine erfolgreiche
Phagozytose stattgefunden. Die Mittelwerte der Phagozytoseraten lagen hier
zwischen 86,1% + 8,3 (CF3) und 96,8% £ 0,4 (SV2) (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Anteil intrazellularer Bakterien der Pseudomonas-Stamme CF1-CF6,
MD1, SV2 und PAO1 nach Phagozytose unter aeroben Bedingungen mit ( l ) und
ohne {1 ) Zugabe von DPI in % des Leewerts

31



Ebenso erfolgreich war das intrazellulare Abtéten (absolute Abtéten) durch die
PMN: dieses lag mit der niedrigsten Rate bei 87,8% * 3,0 (CF3) und mit der
hochsten Rate bei 93,8% + 5,3 (PAO1) (Abbildung 11). Hier zeigte sich, dass
trotz des DPI bedingten Ausschaltens der Sauerstoffradikale in den PMN ein
nahezu vollstandiges intrazellulares Abtdten stattfand. Somit zeigten die LPS-
modifizierten Pseudomonas-Stdmme keine ausreichenden Resistenzen

gegenuber dem CAMP-vermittelten Abtoten.

110
100

allen phagozytierten Bakterien in %

Anteil der in den PMN abgettteten Pseudomonaden an

Abbildung 11: Anteil der in den PMN abgettteten Pseudomonaden der Stamme CF1-
CF6, MD1, SV2 und PAO1 an allen phagozytierten Bakterien in % nach Phagozytose
unter aeroben Bedingungen mit ( ) und ohne ( ) Zugabe von DPI
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4. DISKUSSION

Alginatsynthese und Modifikation von LPS gelten bei P. aeruginosa als
wesentliche Virulenzfaktoren, deren Auftreten mit dem Vorliegen veranderter
Umweltbedingungen assoziiert werden (Worlitzsch et al., 2002; Zielinski et al.,
1992; Ernst et al.,, 1999). Ernst et al. gelang es, durch modifizierte LPS-
Strukturen induzierte Resistenzen gegenuber einzelnen in PMN enthaltenen
CAMP nachzuweisen (Ernst et al., 1999). Dabei konnte gezeigt werden, dass
die in Magnesium-limitiertem Medium kultivierten P. aeruginosa Wildtypen
PAO1 und PAK eine veranderte Struktur ihres Lipopolysaccharids aufwiesen.
Diese Modifikation entsprach einer Addition von Palmitat und Aminoarabinose
an das Lipid A. Fur den modifizierten Wildtyp PAK konnte anschlieend
nachgewiesen werden, dass er gegenuber zwei gereinigten kationischen
Peptiden, C18G und Polymyxin, Resistenzen entwickelt hatte und von diesen
nicht mehr vollstandig abgetotet werden konnte. Ferner konnte gezeigt werden,
dass eine Abnahme der Magnesiumkonzentration in dem zur Kultivierung von
Pseudomonas verwendeten Medium mit einer zunehmenden Resistenz
gegenuber den genannten kationischen Peptide einherging (Abbildung 12). Die
Lipid A-Modifikationen, welche fur die Wildtypen PAK und PAO1 nach
Anwachsen unter veranderten Umweltbedingungen von Ernst et al. gezeigt
werden konnten, lieBen sich ebenso in von CF-Patienten isolierten

Pseudomonas-Stammen nachweisen (Ernst et al., 1999).

Basierend auf diesen Ergebnissen konzentrierte sich die vorliegende Studie
darauf zu untersuchen, ob von CF-Patienten isolierte LPS-modifizierte P.
aeruginosa-Stamme einen Einfluss auf die PMN vermittelte Phagozytose
und/oder das intrazellulare Abtoten haben. Bei nahezu vollstandiger
Phagozytose und vollstandigem intrazellularem Abtoten zeigten die Ergebnisse
der Phagozytose-Experimente unter aeroben Bedingungen (Abbildung 6,
Abbildung 7), dass Lipid A-Modifikationen keinen Einfluss auf diese von PMN
vermittelten Immunreaktionen hatten. An dieser Stelle muss jedoch darauf

hingewiesen werden, dass unter aeroben Bedingungen das intrazellulare
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Abtéten sowohl durch CAMP als auch durch Sauerstoffradikale stattfinden
konnte. Daraus folgernd ist also festzustellen, dass bei vorliegenden
Resistenzen gegenuber einzelnen CAMP diese entweder nicht ausreichten, um
ein intrazellulares Abtéten zu verhindern oder dass die Resistenzen wegen der
hohen Toxizitat der Sauerstoffradikale keine Wirkung zeigten. Um zwischen
jenen beiden Interpretationsmdoglichkeiten differenzieren zu kénnen, mussten
Bedingungen geschaffen werden, welche die toxische Wirkung der
Sauerstoffradikale verhinderten. Aus diesem Grund wurden die Phagozytose-
Experimente unter anaeroben Bedingungen durchgeflhrt; dadurch konnte die

Synthese der Sauerstoffradikale unterbunden werden.
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Abbildung 12: Wachstum des P. aeruginosa-Wildtyps PAK in Medien mit
unterschiedlichem Magnesiumgehalt (8uM und 1mM) und Resistenzen gegenuber den
kationischen Peptiden C18G und Polymyxin (Ernst et al., 1999).

a) erhohte Resistenz von PAK gegenlber C18G nach Kultivierung in Medien mit
unterschiedlicher Magnesium-Konzentration (8uM und 1mM) und nach Kultivierung in
Medium ohne Magnesium (LB)

b) erhdéhte Resistenz von PAK gegenliber Polymyxin nach Kultivierung in Medien mit
unterschiedlicher Magnesium-Konzentration (8uM und 1mM) und nach Kultivierung in
Medium ohne Magnesium (LB)
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Hier zeigten die Ergebnisse im Vergleich zu den Experimenten unter aeroben
Bedingungen eine bei allen Stammen unterschiedlich starke Veranderung der
Phagozytose (Abbildung 6). Fur den Stamm CF2 konnte dabei eine signifikante
Verminderung der Phagozytose nachgewiesen werden (3.2). Das absolute
Abtoten in den PMN hatte hingegen immer zu mehr als 95% stattgefunden.
Diese Beobachtungen lassen erkennen, dass die durch LPS-Modifikationen
induzierten CAMP-Resistenzen auch bei Ausschalten der Sauerstoffradikale
keine Auswirkung auf das Abtoten hatten. Die von Ernst et al. formulierte
These, Lipid A-Modifikation kénne durch Resistenzentwicklung gegenuber
einzelnen CAMP Ursache fir eine persistierende Kolonialisierung oder ein
verlangertes Uberleben der Pseudomonaden in der CF-Lunge sein, konnte
folglich nicht bekraftigt werden (Ernst et al., 1999).

Wie aber lielRen sich die Veranderungen der Phagozytose unter anaeroben
Bedingungen erklaren? Die Tatsache, dass P. aeruginosa unter anaeroben
Bedingungen in der Lage ist, das Exopolysaccharid Alginat zu synthetisieren
(Hassett, 1996) lieR annehmen, dass eine solche Synthese wahrend der
Experimente stattgefunden hatte. Diese Vermutung wurde mittels indirekter
Immunfluoreszenzfarbung fur alle Stamme bestatigt (3.3). Die Hypothese,
Alginat habe einen Einfluss auf die Phagozytose durch PMN, konnte jedoch
nicht bewiesen werden: obwohl bei allen Alginat-positiven Stammen die
Phagozytose im Unterschied zu Experimenten unter aeroben Bedingungen
unterschiedlich stark vermindert war (Abbildung 6), konnte nur fur einen Stamm

(CF2) eine signifikante Veranderung der Phagozytose gezeigt werden (3.2).

Schwarzmann et al. hatten nachgewiesen, dass mukoider P. aeruginosa von
PMN ebenso vollstandig phagozytiert und abgetotet wird wie nicht-mukoider P.
aeruginosa (Schwarzmann et al.,, 1971): aus Kaninchen gewonnene PMN
wurden mit mukoidem Pseudomonas (von einem CF-Patienten isoliert) in den
Verhaltnissen 1:1, 2:1 und 9:1 fir 2 h inkubiert. Um die PMN zur Phagozytose
anzuregen, wurde Kaninchenserum zugegeben. Ein zweites Experiment zeigte

allerdings eine nahezu vollstandige Inhibition der Phagozytose: vor Beginn der
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Inkubationszeit wurde ein stark mukoides Pseudomonas-Isolat fir 3 h
zentrifugiert und der dabei gewonnene Uberstand den einzelnen
Versuchsansatzen zusatzlich zugegeben. Schwarzmann et al. bezeichneten
diesen Uberstand als Schleim; es handelte sich dabei um Alginat. Ab einer
Konzentration von 1% verhinderte dieser Schleim die Phagozytose mukoider
Pseudomonaden durch PMN vollstandig (Schwarzmann et al., 1971). Dieses
Ergebnis lasst vermuten, dass Alginatproduktion ab einer bestimmten
Konzentration durchaus mit einer Verminderung der Phagozytose assoziiert
werden kann. Mdglicherweise waren die Inkubationszeiten der vorliegenden
Studie von nur 90 Minuten fur die Pseudomonas-Stamme aber nicht
ausreichend, um durch eine maximale Alginatproduktion eine Phagozytose-

Inhibition zu erreichen.

Learn et al. konnten eine Alginat-induzierte Resistenz von P. aeruginosa
gegenuber von PMN synthetisierten radikalen Sauerstoffspezies (ROS) zeigen
(Learn et al., 1987). Da in der vorliegenden Arbeit eine Alginatsynthese nur
unter anaeroben Bedingungen, welche eine Synthese von Sauerstoffradikalen
in den PMN verhinderten, stattfand, konnten die Ergebnisse von Learn et al.
nicht untersucht werden. Keine Ubereinstimmung findet sich ferner mit dem
Nachweis von Resistenzen Alginat-positiver Pseudomonaden gegenuber der
Phagozytose durch andere Immunabwehrzellen (Oliver et Weir, 1985; Simpson
et al.,, 1988). In diesen beiden genannten Studien wurden allerdings keine
humanen PMN verwendet, sondern Alveolarmakrophagen von Schafen und
Peritonealmakrophagen der Maus. Ein weiterer Unterschied bestand in der
Zusammensetzung der Versuchsansatze: es wurde nicht-mukoider P.
aeruginosa eingesetzt und von mukoiden Stammen isoliertes Alginat
zugegeben. Ahnlich wie bei der von Schwarzmann et al. durchgefihrten Studie
(Schwarzmann et al.,, 1971) konnte auch hier eine unterschiedlich hohe
Alginatkonzentration in den jeweiligen Phagozytose-Experimenten die
Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der zitierten Studien und der

vorliegenden Arbeit erklaren.
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Die Durchfiihrung der Phagozytose-Experimente unter anaeroben Bedingungen
hatte die Ausschaltung der Sauerstoffradikale ermoglicht, andererseits aber zu
einer Synthese von Alginat gefuhrt. Um belegen zu konnen, dass LPS-
Modifikationen auch in Abwesenheit von Alginat keinen Einfluss auf die
Phagozytose und das Abtdten hatten, mussten die Experimente folglich unter
aeroben Bedingungen und bei (gleichzeitiger Unwirksamkeit der
Sauerstoffradikale stattfinden. Durch die Anwendung von DPI als NADPH-
Oxidase-Hemmer konnten diese Konditionen geschaffen werden. Im Vergleich
zu den Experimenten unter aeroben Bedingungen ohne Zugabe von DPI
wiesen die Ergebnisse hierbei keine wesentlichen Unterschiede hinsichtlich der
Phagozytose und des absoluten Abtotens auf (Abbildung 10 und Abbildung 11):
bei vollstandiger Wirksamkeit von DPI hatten modifizierte LPS-Strukturen auch
unter Ausschluss der Alginatsynthese folglich keinen Einfluss auf beide

Prozesse.

Um Alginat unter anaeroben Bedingungen synthetisieren zu kdnnen, bendtigt P.
aeruginosa zur ausreichenden Abdeckung des Energiebedarfs Nitrat (Hassett,
1996). Da PMN sowohl Nitrit als auch Nitrat produzieren (Moilanen et
Vepaatalo, 1995), wurde den Ansatzen vorerst jedoch kein Nitrat zugegeben.
Auch konnte gezeigt werden, dass unter anaeroben Bedingungen ab einer
bestimmten Konzentration bereits vorhandenen Nitrats eine weitere
Nitratzugabe nicht mit einer gesteigerten Alginatproduktion von P. aeruginosa
einhergeht (Worlitzsch et al., 2002). Um trotzdem einen moglichen Nitratmangel
auszuschliellen, wurde Nitrat einigen Ansatzen beigefugt und die
Alginatproduktionen anschlief3end mit Hilfe der indirekten
Immunfluoreszenzfarbung verglichen. Bei der Auswertung (Abbildung 9) konnte
zwar optisch kein Unterschied festgestellt werden. Eine tatsachliche
Quantifizierung der Alginatproduktion konnte mit dieser Methode aber nicht

stattfinden.

Welchen Einfluss auf die Ergebnisse der vorliegenden Studie hatte die Dauer

der Inkubationszeit? Es stellt sich hier die Frage, ob 90 Minuten unter
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anaeroben Bedingungen flr P. aeruginosa ausreichend waren um die selbe
Menge an Alginat synthetisieren zu kdnnen, welche bei Kolonialisierung in der
CF-Lunge gebildet wird und dort eine Rolle spielt. Ein direkter Vergleich mit der
Situation in vivo kann hier nur schwer gezogen werden; der Nachweis
hypoxischer bzw. anaerober Aerale in der Lunge von CF-Patienten lasst
vermuten, dass P. aeruginosa dieser Stresssituation wesentlich langer

ausgesetzt ist.

Die beiden Alginat bildenden Sauren D-Mannuronsaure und L-Guluronsaure
sind innerhalb des Alginat-Molekuls unterschiedlich angeordnet (Russell et al.,
1988). Der Mannuronsauregehalt betragt dabei zwischen 26 und 91% (Learn et
al, 1987) und ist zu 3-4% an einer OH-Gruppe acetyliert (O-acetyliert)
(Davidson et al., 1977). Dabei korreliert der Grad der Acetylierung mit der
Viskositat von P. aeruginosa (Evans et Linker, 1973). Ebenso konnte gezeigt
werden, dass O-Acetylierung von Alginat die Resistenz von P. aeruginosa
gegenuber Antikorper-unabhangigem Abtdéten und gegenuber Alginat-
spezifischen nicht-opsonisierenden Antikérpern erhdht (Pier et al., 2001). Mai et
al. gelang es nachzuweisen, dass das Molekulargewicht und die Hohe der
Viskositat von Alginat signifikant mit dessen Einfluss auf die Aktivitat von
Neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten korrelieren (Mai et al., 1993). Ob
eine Inkubationszeit groRer 90 Minuten gleichbedeutend mit erhdhter
Alginatproduktion und einer vielleicht doch noch resultierenden Veranderung
der Phagozytose gewesen ware, muss unter diesem Gesichtspunkt
unbeantwortet bleiben. In dieser Hinsicht konnte die Methode nicht modifiziert
werden, da eine Verlangerung der Inkubationszeit wahrend der Experimente mit

einem Uberleben der PMN in vitro nicht vereinbar gewesen waére.

Es qilt auch zu bedenken, dass die Phagozytose-Experimente dieser Studie
entweder unter strikt aeroben oder strikt anaeroben Bedingungen durchgefihrt
wurden. Dies bedeutet, dass alle diejenigen Konstellationen der mit P.
aeruginosa kolonialisierten Lungenareale aulder Acht gelassen wurden, die sich

zwischen einer regelrechten Sauerstoffversorgung und dem Zustand der Anoxie
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befinden. Ebenso wenig berlcksichtigt wurde das Vorkommen der in der CF-
Lunge vorhandenen Mukusmassen, deren hohe Viskositat die Beweglichkeit
von P. aeruginosa ebenso hemmt wie die Diffusion von Sensor-Proteinen und
L-Homoserin-Lacton (C12HSL), was wiederum die Bildung von Mikrokolonien
anregt (unverodffentlichte Daten von Matsui et al., Chapel Hill, USA). Des
weiteren wird die Migration der PMN erschwert, so dass eine schnelle
Phagozytose nicht mehr mdglich ist und das Entstehen von Mikrokolonien
weiter begunstigt wird (unveroffentlichte Daten von M. Ulrich). In der
vorliegenden Studie fanden die Phagozytose-Experimente jedoch in

Suspension statt, in welcher maximale Diffusion herrschte.

Wenn durch Lipid A-Modifikationen induzierte CAMP-Resistenzen keine
hinreichende Erklarung fur die hohe Persistenz bei Infektion mit P. aeruginosa
bieten, welche Funktion konnten diese veranderten LPS-Strukturen dann
haben? Wahrend bei Umwelt-Isolaten von P. aeruginosa das LPS vor allem in
penta-acetylierter Form vorliegt, ist bei Isolaten von CF-Patienten hauptsachlich
eine hexa-acetylierte Form zu finden (Ernst et al., 1999). Diese Eigenschaft
spielt bei der Interaktion mit dem Toll-like-Rezeptor 4 (TIr4) eine wesentliche
Rolle. Bei TIr4 handelt es sich um einen trimolekularen Rezeptorkomplex, der
aus den beiden Co-Rezeptoren CD14 und MD-2 besteht (Hajjar et al., 2002).
Dieser Rezeptorkomplex befindet sich unter anderem auf Monozyten. Das
hexa-acetylierte LPS wird von TIr4 bereits in wesentlich niedrigerer
Konzentration erkannt als das penta-acetylierte (Hajjar et al., 2002). Auch in
Bezug auf die Produktion der (pro)inflammatorischen Zytokine Interleukin-8 (IL-
8) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) gibt es zwischen beiden Formen
erhebliche Unterschiede: das hexa-acetylierte LPS wirkt hier 100fach

stimulierender als das penta-acetylierte LPS (Hajjar et al., 2002).

Das Nicht-Erkennen oder verschlechterte Erkennen von penta-acetyliertem LPS
konnte flr eine beginnende Kolonialisierung bzw. eine erleichterte
Primarinfektion verantwortlich gemacht werden. Die durch fehlende pulmonale

Clearance bedingte Persistenz der Pseudomonaden mit anschliellender LPS-
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Modifikation zur hexa-acetylierten Form ware dann als Ausldser bzw. Stimulator
fur eine gesteigerte inflammatorische Reaktion verantwortlich, die wiederum
eine Verschlechterung der pulmonalen Funktion durch direkte Schadigung des
Lungengewebes zur Folge hatte. Bereits vor der Besiedlung mit Keimen lassen
sich bei jungen CF-Patienten inflammatorische Reaktionen mit erhéhtem Gehalt
an PMN, Elastase und Zytokinen in den Atemwegen nachweisen (Balough et
al., 1995).

Letztendlich konnte dies zu der Annahme fuhren, dass LPS-Modifikationen bei
Infektion mit P. aeruginosa nicht etwa durch Verhinderung von Phagozytose
und intrazellularem Abtoten durch PMN eine erhohte Persistenz der Erreger zur
Folge haben, sondern durch Hervorrufen einer verstarkt inflammatorischen
Reaktion und der damit einhergehenden Zerstérung von Lungengewebe bei an

CF-Erkrankten eine wesentliche Rolle spielen.

AbschlieBend lasst sich feststellen, dass unter den bei dieser Studie
angewandten Bedingungen modifizierte LPS-Strukturen im Sinne von Lipid A-
Veranderungen keinen Einfluss auf die Phagozytose und das intrazellulare
Abtoten von P. aeruginosa durch humane PMN hatten. Ebenso liel} sich kein
Einfluss von Alginat auf das intrazellulare Abtéten durch PMN feststellen. Eine
Alginat-induzierte Veranderung der Phagoytose durch PMN konnte nicht
bewiesen werden, da lediglich fur einen der Bakterienstamme eine signifikante
Verminderung der Phagozytose gezeigt werden konnte. Unter diesen
Gesichtspunkten bieten beide Virulenlenzfaktoren keine hinreichende Erklarung
fur die bei CF-Patienten vorliegende hohe Persistenz von P. aeruginosa und die

damit einhergehende chronisch pulmonale Infektion.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

CF-Patienten leiden gehauft an chronischen P. aeruginosa-Infektionen der
Atemwege, welche unterschiedlich schwere Krankheitsbilder nach sich ziehen.
Diese werden mit unter veranderten Umweltbedingungen auftretenden
Modifikationen im LPS-Molekil von P. aeruginosa korreliert. In vitro
Untersuchungen von Ernst et al. legen nahe, dass durch Addition von Palmitat
und Aminoarabinose modifiziertes LPS bei der nicht-oxidativen Immunabwehr
durch kationische Peptide Pseudomonas-Stamme resistent machen und

schwere Krankheitsverlaufe zur Folge haben kann (Ernst et al, 1999).

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, diese These zu untersuchen. Dafur wurden
unterschiedliche von CF-Patienten isolierte modifizierte LPS-Stamme der
oxidativen und nicht-oxidativen Phagozytose durch humane polymorphkernige
neutrophile Granulozyten (PMN) ausgesetzt. Dabei konnte gezeigt werden,
dass LPS-Modifikationen bei P. aeruginosa unter keiner der gewahlten
experimentellen Bedingungen Einfluss auf die Phagozytose und das
intrazellulare Abtdten durch PMN hatten. Alle Bakterien-Stdmme wurden nach

erfolgreicher Phagozytose zu uber 90% intrazellular abgetotet.

In viskdsem Mukus, der in der CF-Lunge auf deren Epithel zu finden ist, treten
lokal anaerobe Umgebungsbedingungen auf. Unter diesen Bedingungen bildet
P. aeruginosa verstarkt Alginat, ein Makropolysaccharid, das in der Literatur
ebenfalls als Schutz gegenuber der Phagozytose durch PMN angesehen wird.
In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Alginat auf die Phagozytose und das
intrazellulare Abtoten durch PMN zu den selben experimentellen Bedingungen
untersucht wie fur die LPS-Modifikationen. Dabei konnte nur fur einen Alginat-
positiven Stamm eine signifikante Veranderung der Phagozytose gezeigt
werden. Alle anderen Alginat-positiven Pseudomonaden wurden zu uber 70%

phagozytiert und anschlie3end intrazellular zu Gber 90% abgetotet.
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Wahrend LPS-Modifikationen nach Ergebnis dieser Studie keine hinreichende
Erklarung fur die chronische Persistenz von P. aeruginosa bei CF-Patienten
bieten, bleibt der Einfluss von Alginat weiter ungeklart. Es gilt nun zu
untersuchen, ob nicht vielmehr die Interaktion zwischen modifiziertem LPS und
dem Toll-like-Rezeptor 4 auf verschiedenen Immunabwehrzellen durch
gesteigerte inflammatorische Reaktion flr die Schwere des Krankheitsbildes bei
Infektion von CF-Patienten mit P. aeruginosa verantwortlich sein konnte.
Ebenso gilt es, die Bedeutung anderer pulmonaler Umgebungsbedingungen

wie Viskositat oder Makrokoloniebildung naher zu betrachten.
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