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1. EINLEITUNG 

1.1. COPD  

1.1.1 Epidemiologie der COPD 

Die COPD (engl.: Chronic obstructive pulmonary disease, COPD) ist eine Krankheit mit 

erheblicher weltweiter Prävalenz, deren Bekämpfung auch in Zukunft für die 

Gesundheitssysteme eine große Herausforderung darstellen wird. Allein in den USA ist sie die 

vierthäufigste Ursache von Morbidität und Mortalität, gemäß einer von der WHO veröffentlichen 

Studie wird sie im Jahr 2030 bereits an siebter Stelle aller Erkrankungen weltweit rangieren 

(Lopez and Mathers, 2006; Mathers and Loncar, 2006; Mannino and Buist, 2007).  

In Deutschland liegt die Prävalenz der COPD bei 13,2% über dem 40. Lebensjahr und den 

gesamtglobalen Daten entsprechend sind Männer etwas häufiger betroffen als Frauen (Nowak 

et al., 2004). 

Häufigste Ursache der COPD ist das Tabakrauchen. Die Exposition inhalativer Noxen am 

Arbeitsplatz (Buist et al., 2007) Luftverschmutzung (Blanc et al., 2009) und offene Feuerstellen, 

welche in den Entwicklungsländern zum Heizen und Kochen verwendet werden, tragen 

ebenfalls zur Entstehung der COPD bei (Brunekreef and Holgate, 2002).  

Der weltweiten Zunahme der Erkrankungshäufigkeit liegen verschiedene Faktoren zu Grunde:  

Der erhebliche Anstieg des Zigarettenkonsums, sowie die zunehmende Umweltverschmutzung 

besonders in den Entwicklungs- und Schwellenländern spielen hierbei eine tragende Rolle 

(Buist et al., 2008). Vor dem Hintergrund einer positiven Assoziation zwischen Lebensalter und 

Prävalenzanstieg stellt die COPD auch für das deutsche Gesundheitssystem einen 

beachtlichen Problemfaktor dar (Barnes, 2000; Chan-Yeung et al., 2004). Eine 

Krankheitskostenstudie zu den volkswirtschaftlichen Kosten der COPD Patienten in 

Deutschland ergab eine durchschnittliche jährliche Summe von 3027 € pro Patient. Davon 

machen Krankenhausaufenthalte, Medikamente und Frühberentung den Hauptanteil aus. Mit 

zunehmendem Schweregrad der Erkrankung ist ein deutlicher Anstieg der Behandlungskosten 

zu verzeichnen, während gleichzeitig aus medizinischer Sicht das Spektrum der 

Behandlungsmöglichkeiten abnimmt. Dies birgt ein hohes Präventionspotential, welches bei 

paralleler Verstärkung einer frühzeitigen Diagnosestellung und Intervention genutzt werden 

sollte. (Buist et al., 2007; Geldmacher et al., 2008). 

 

1.1.2 Definition und klinisches Bild 

Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) ist eine chronische Erkrankung der 

Atemwege, welche durch eine chronisch obstruktive Bronchitis mit einer anhaltenden abnormen 
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Entzündungsreaktion der kleinen Atemwege (small airway disease), sowie des 

Lungenparenchyms gekennzeichnet ist. Sie kann im Verlauf mit der Entstehung eines 

Lungenemphysems einhergehen und ist insbesondere durch eine funktionell relevante, nur 

partiell reversible Einschränkung des Atemflusses charakterisiert. Die Atemflußminderung ist oft 

langsam progressiv und mit einer durch Noxen oder Gase hervorgerufenen 

Entzündungsreaktion verbunden. Kennzeichnend für die COPD ist die funktionelle 

Verminderung der Einsekundenkapazität (FEV1), welche das forcierte expiratorische Volumen 

in einer Sekunde beschreibt (Nowak et al., 2005; Barnes, 2007).  

Die chronische Bronchitis ist eine klinische Diagnose und ist charakterisiert durch eine 

vermehrte bronchiale Schleimsekretion sowie durch produktiven Husten, der sich über 

wenigstens 3 Monate in mindestens 2 aufeinander folgenden Jahren manifestiert. Weitere 

mögliche Ursachen eines chronischen produktiven Hustens wie z.B. Neoplasien oder 

Tuberkulose müssen zur Diagnosestellung ausgeschlossen werden (Fletcher and Pride, 1984; 

Pauwels et al., 2001).  

Eine COPD liegt nur dann vor, wenn auch eine chronische Obstruktion der Atemwege besteht. 

Eine chronische Bronchitis ohne Atemwegsobstruktion wird hingegen nicht zur COPD gezählt. 

Die COPD zeigt auch signifikante extrapulmonale Effekte, welche zum Schweregrad der 

Erkrankung beitragen können (Vogelmeier et al., 2007; Katz et al., 2009). 

Die Diagnose COPD sollte bei allen Patienten mit anhaltenden Symptomen wie Husten, 

vermehrter Sputumproduktion und/ oder einer Expositionsanamnese von entsprechenden 

Risikofaktoren in Erwägung gezogen werden. Der bei der COPD vorliegende allenfalls partiell 

reversible limitierte Atemfluß ist mittels Spirometrie nach Gabe von Bronchodilatatoren und/ 

oder Glukokortikoiden diagnostisch gut nachweisbar (Celli and MacNee, 2004; Rabe et al., 

2007). 

Im frühen Krankheitsstadium zeigt sich meist nur eine milde Symptomatik mit Husten und 

vermehrter Sputumproduktion. Im weiteren Verlauf entwickelt sich jedoch eine progrediente 

Abnahme der Lungenfunktion mit anhaltender Dyspnoe, welche mit einer signifikanten 

Verschlechterung des Allgemeinbefindens einhergeht. Bei anhaltender Progression können nun 

häufiger akute Episoden mit einer temporären Aggravation der respiratorischen Symptome 

auftreten. Diese akuten Exazerbationen sind mit einem deutlichen Anstieg der Morbidität und 

Mortalität verbunden (Pauwels et al., 2001; Rabe et al., 2007). 

Das Lungenemphysem, eine häufige Begleitfolge der COPD, ist pathologisch-anatomisch 

definiert als eine abnorme irreversible Dilatation der Atemwege distal der terminalen 

Bronchiolen (Sethi et al., 2000; Donaldson et al., 2005). Diese geht mit einer Destruktion der 

Alveolarsepten mit möglicher Fibrose sowie einer konsekutiv verminderten inneren 

Atmungsoberfläche einher (Worth et al., 2002). Aufgrund des verminderten Gasaustausches in 

der Lunge kann es nun langfristig zu einer respiratorischen Globalinsuffizienz kommen, welche 
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mit einer chronischen pulmonalen Hypertonie und schließlich einer chronischen 

Rechtsherzbelastung assoziiert ist. (MacNee, 2005). 

Die Einteilung der Schweregrade der COPD erfolgt in 5 Stufen, welche von der GOLD- Initiative 

(global initiative for chronic obstructive lung disease 2001) etabliert wurde. Sie beruht auf den 

im Lungenfunktionstest gemessenen Werten von forciertem expiratorischem Atemvolumen in   

1 s (FEV1) und relativer Einsekundenkapazität (FEV1/VC Vitalkapazität) sowie den klinischen 

Symptomen Husten, Auswurf und Dyspnoe. Die in den GOLD-Kriterien eingeteilten Stadien 

korrelieren mit vorliegenden pathologischen Befunden wie beispielsweise die progressive 

Wandverdickung der kleinen Atemwege (Hogg et al., 2004).  

Als Hauptmaßnahme zur effektiven Verhinderung einer weiteren Progression der COPD im 

Anfangsstadium gilt die Vermeidung von Tabakrauchexposition (Pauwels et al., 2001) Eine 

Pharmakotherapie der COPD wird zur Prävention, Symptomlinderung, Minderung von Frequenz 

und Schweregrad der Exazerbationen und zur Verbesserung des allgemeinen 

Gesundheitsstatus eingesetzt. Zu den angewandten Medikamenten gehören 

Bronchodilatatoren wie β2- Sympathikomimetika, Anticholinergika, im weiteren Verlauf auch 

Theophyllin. Glukokortikoide werden eher seltener, beispielsweise bei vorangegangenen 

erfolglosen Therapieversuchen oder bei spätem Krankheitsstadium eingesetzt (Rabe, 2006). 

Bislang konnte jedoch keine medikamentöse Therapie eine Besserung der reduzierten 

Lungenfunktion erreichen (Anthonisen et al., 1994; Wise et al., 2003). 

 

1.1.3 Pathogenese der COPD 

Der für die COPD charakteristische chronisch limitierte Atemfluß geht mit einer erhöhten 

Entzündungsantwort auf inhalierte toxische Partikel und Gase einher. 

Die Entzündungsreaktion findet sowohl in den zentralen und peripheren Bronchien, im 

Alveolarepithel, als auch im Parenchym statt. Hierbei sind immunologisch wirksame Zellen wie 

Alveolarmakrophagen sowie T-Lymphozyten, Leukozyten und andere Mediatoren involviert. In 

mildem Krankheitsstadium der COPD dominieren bei einer Analyse von Bronchialbiopsien 

überwiegend T-Lymphozyten, vor allem die der CD8+ Zellreihe, aber auch CD4+ Zellen und 

Makrophagen (Worth et al., 2002; Celli and MacNee, 2004). In schwererer Verlaufsform lassen 

sich dagegen vermehrt polymorphkernige neutrophile Granulozyten und Makrophagen 

nachweisen. (Hogg et al., 2004). 

Das Bronchialepithel ist direkt an der Generierung der entzündlichen Reaktion beteiligt 

(Mizgerd, 2008). Dabei ist es in der Lage, auf proinflammatorische Stimuli Zytokine und 

Chemokine zu sezernieren. Den Chemokinen, wie z.B. dem Interleukin 8 (IL-8), kommt dabei 

eine besondere Bedeutung zu, indem diese die Granulozyten im Rahmen einer 

chemotaktischen Reaktion über die Kapillaren zum Infektionsherd leiten, wo sie Phagozytose 
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betreiben und durch Produktion verschiedener Faktoren weitere Zellen rekrutieren (Smith et al., 

1991; Barnes et al., 2003). Dieser als Chemotaxis beschriebene Mechanismus führt auf diese 

Weise zu einer kontinuierlichen Aufrechterhaltung des lokalen Inflammationsprozesses (Di 

Stefano et al., 2004b; Hogg, 2004; MacNee, 2005) 

Als Folge der chronischen Entzündung liegt bei der COPD eine Beeinträchtigung der 

mukoziliären Clearance vor, einer wichtigen Abwehrfunktion des pulmonalen Flimmerepithels 

gegen Bakterien und Partikel. Dies führt ebenfalls zu einer vermehrten Sputumproduktion und 

Einschränkung des Bronchiallumens, welche schließlich eine effektive Störung des 

Gasaustausches zur Folge hat. (Balbi, 2003; Hogg, 2004; Spurzem and Rennard, 2005).  

Die chronische Inflammation kann auch Auswirkungen auf den Erhalt der Alveolarwand haben 

und somit an der Pathogenese des Emphysems beteiligt sein. So führt die Mobilisierung der 

inflammatorischen Zellen zu einer Freisetzung destruktiver Mediatoren, wie Gewebeproteasen 

und Zytokine, welche direkt an Gewebsumbauprozessen und Destruktion der Lunge beteiligt 

sind. Ebenso spielt oxidativer Stress, vornehmlich durch Zigarettenrauchinhalation verursacht, 

eine wichtige Rolle, indem eine zusätzliche Aktivierung proinflammatorischer Zytokinfreisetzung 

hervorgerufen wird (Rahman and Adcock, 2006; Yang et al., 2006; Ito and Barnes, 2009). 

Vorranginge Bedeutung bei der Entstehung des Emphysems stellt das Ungleichgewicht von 

Proteasen-Antiproteasen dar, deren balancierte Aktivität für die Aufrechterhaltung einer 

adäquaten Lungenfunktion erforderlich ist (Shapiro, 2003). Ein Ungleichgewicht kann zu einer 

Degradation des Lungengewebes mit Elastizitätsverlust führen und den Erhalt von alveolären 

Strukturen beeinträchtigen (Tuder et al., 2003). Durch Interaktion mit den zuvor beschriebenen 

pathogenetischen Mechanismen kann ebenso Apoptose zur einer Erweiterung distaler 

Lufträume und Atemwege führen und zur Komplexität des Krankheitsbildes beitragen 

(Kasahara et al., 2000; Yokohori et al., 2004; Yoshida and Tuder, 2007). Zusammengefasst 

führen die dargestellten Prozesse schließlich zu einer Reduktion des maximalen 

expiratorischen Atemflusses (Smaldone et al., 1993; Vestbo et al., 1996). 

 

1.1.4 Bedeutung bakterieller Infektionen bei der COPD 

Einen weiteren wichtigen Faktor bei Pathogenese und dem klinischen Verlauf der COPD kommt 

der Kolonisierung und Infektion des Bronchialtraktes durch Bakterien zu (Sethi et al., 2002; 

MacNee, 2005). Unter gesunden Bedingungen liegt in den unteren Atemwegen ein steriles 

Mileu vor, welches durch ständiges Zusammenspiel verschiedener Mechanismen des 

angeborenen Immunsystems aufrechterhalten wird. Bei Patienten mit COPD wird diese 

Funktion jedoch gestört, so dass Bakterien persistieren können. In verschiedenen Studien 

konnten bei bis zu 83% der Patienten unabhängig von der klinischen Symptomatik Bakterien in 

den unteren Atemwegen nachgeweisen werden (Cabello et al., 1997; Murphy et al., 2004; Sethi 
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et al., 2006). Hauptsächliche Erreger, die die unteren Atemwege bei COPD-Patienten 

kolonisieren sind H. influenza, M. catarrhalis und S. pneumoniae. Die chronische Kolonisierung 

des unteren Respirationstraktes mit diesen potentiellen respiratorischen Pathogenen führt zu 

einer Verstärkung der bronchialen Entzündung. Hierbei kommt es zu einer signifikanten 

Vermehrung neutrophiler Granulozyten, welche in direkter Korrelation zur nachgewiesenen 

Bakterienmenge stehen (Hill et al., 2000; Stockley et al., 2000). 

Mit einem entsprechenden Modell postulierten Sethi und Murphy eine Circulus Vitiosus 

Hypothese, mit der die Aufrechterhaltung der chronischen Entzündung, insbesondere auch 

beeinflussende Faktoren auf das Fortschreiten der COPD, beschrieben werden (Murphy and 

Sethi, 1992). Hierbei wird angenommen, dass eine verminderte mukoziliäre Clearance eine 

Kolonisierung von Bakterien begünstigt, die ständige Anwesenheit von Bakterien übt ihrereseits 

potentiell schädigende Effekte auf das Bronchialepithel auf. Auf diesem Wege kommt es zu 

einer Verstärkung der Schädigung der mukoziliären Clearance. Einen weiteren Aspekt des 

beschriebenen Kreislaufs stellt die chronische Entzündungsantwort und das durch erhöhte 

proteolytische Aktivität resultierende veränderte Elastase/ Antielastase-Gleichgewicht der 

Lunge dar, was sich neben der epithelialen inflammatorischen Antwort unterstützend auf ein 

Fortschreiten der COPD und Emphysemgenese auswirkt (Murphy et al., 2000; Sethi and 

Murphy, 2001).  

 

 
 

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Circulus vitiosus Hypothese der COPD  
[nach (Sethi and Murphy, 2001)] 
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Bakterielle Infektionen des Bronchialtraktes sind zudem häufig Auslöser akuter Exazerbationen 

der COPD (Sethi and Murphy, 2001). Diese sind durch eine akute, jedoch nicht persistierende 

Verschlechterung der respiratorischen Symptome mit Zunahme von Husten und Dyspnoe sowie 

vermehrter Sputummenge und/ oder Sputumpurulenz charakterisiert und machen zumeist eine 

Veränderung der regulären medikamentösen Therapie erforderlich (Sethi, 2005). Über die 

Hälfte aller Exazerbationen werden durch bakterielle Pathogene verursacht (Anthonisen et al., 

1987; Stoller, 2002; Anzueto et al., 2007). Dominierend sind hierbei vor allem Infektionen mit  

M. catarrhalis, H. influenza und S. pneumoniae (Murphy, 2006; Sykes et al., 2007), aber auch 

virale Infektionen und andere Bakterien können dazu beitragen.  

 

1.2 Moraxella catarrhalis  

1.2.1 Moraxella catarrhalis allgemein 

M. catarrhalis (Branhamella catarrhalis), ursprünglich Neisseria catarrhalis oder Micrococcus 

catarrhalis genannt, ist ein gramnegativer aerober Diplokokkus. M. catarrhalis ist ein häufiger 

Erreger von Infektionen des oberen und unteren Respirationstraktes und wurde erstmals im 

Jahre 1896 durch Pfeiffer als Mikrokokkus catarrhalis erwähnt (Berk, 1990; Sethi, 2005). 

Während M. catarrhalis bis in die 90er Jahre hinein als Bakterium ohne signifikante 

Pathogenität angesehen wurde, konnte mittlerweile seine Beteiligung bei der Entstehung oberer 

Atemwegsinfektionen bei Kindern und älteren Patienten sowie Infektionen des unteren 

Respirationstraktes bei Patienten mit COPD nachgewiesen werden (Verduin et al., 2002). Diese 

relativ späte Anerkennung als pathogener Organismus ist verschiedenen Faktoren 

zuzuschreiben. So kolonisiert M. catarrhalis beispielsweise in den oberen Atemwegen von 

Kindern und Erwachsenen ohne signifikante klinische Zeichen einer Entzündung aufzuweisen 

(Catlin, 1990; Karalus and Campagnari, 2000). Auch die morphologische Ähnlichkeit mit 

Spezies der Neisseriae, welche zur normalen Standortflora des oberen Respirationstraktes 

gehören, erschwert eine differenzierte Darstellung der Pathogenität. 

Die Kolonisierungsrate bei gesunden Mitgliedern einer Population steht in direkter Korrelation 

zum Alter. So ist die Besiedelung der Atemwege von Kindern ein weit verbreitetes Phänomen. 

Bis zu 75% aller Kinder im ersten Lebensjahr sind mit M. catarrhalis kolonisiert, während bei 

gesunden Erwachsenen durchschnittlich nur 1-5 % betroffen sind (Faden et al., 1994; Murphy, 

1996). Die Gründe hierfür sind bisher nicht geklärt. Interessanterweise weisen jedoch Patienten 

mit COPD Kolonisierungsraten von bis zu 32% auf. M. catarrhalis zählt derzeit als 

zweithäufigster Erreger der infektexazerbierten COPD. (Alamoudi, 2007; Sethi and Murphy, 

2001). 

Im Kindesalter gilt M. catarrhalis neben S. pneumoniae und H. influenzae als dritthäufigster 

Erreger von Otitis Media und Sinusitis. Hierbei handelt es sich oft um eine Koinfektion, bei den 



EINLEITUNG 

7 

jüngeren Kindern konnten jedoch vermehrt Reinkulturen von M. catarrhalis nachgewiesen 

werden (Wald, 1992; Murphy et al., 2009). Neben diesen relativ häufigen klinischen 

Manifestationen gibt es auch Berichte über eine Beteiligung von M. catarrhalis bei Meningitis, 

Endokarditis, Perikarditis, Urethritis, Epiglottitis, Osteomyelitis, Konjunktivitis und Peritonitis 

(Sethi and Murphy, 2001). 

Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass M. catarrhalis eine bedeutende Rolle bei der 

Pathogenese der COPD spielt (Murphy et al., 2005). So kommt es zu einem vermehrten 

Auftreten akuter Exazerbationen der COPD und wirkt sich insgesamt auf Schweregrad und 

Progression der Erkrankung aus. In verschiedenen Studien konnte bislang beobachtet werden, 

dass bei COPD-Patienten die Höhe der Bakterienzahl in den Atemwegen mit einer erhöhten 

Entzündung korreliert und zudem mit einer Abnahme der FEV1, als Marker der Lungenfunktion, 

assoziiert ist (Wilkinson et al., 2003; Banerjee et al., 2004; Rosell et al., 2005).  

Bei einer Infektion mit einem neuen Bakterienstamm von M. catarrhalis verdoppelt sich sogar 

das Risiko einer akuten Exazerbation (Sethi et al., 2002). 

Genaue Mechanismen, welche die Rolle von M. catarrhalis bei der Kolonisierung des 

Bronchialtraktes bzw. der infektexazerbierten COPD konkreter erklären, sind bislang nicht 

bekannt. In-vitro Versuche konnten indes eine M. catarrhalis-induzierte Aktivierung des 

Bronchialepithels demonstrieren, welches eine Sekretion proinflammatorischer Zytokine zur 

Folge hatte (Wilkinson et al., 2003; Slevogt et al., 2006). 

Zur antibiotischen Behandlung M. catarrhalis- bedingter Infektionen des Respirationstraktes 

werden vor allem Cephalosporine der 2. und 3. Generation oder Ampicillin + Clavulansäure 

eingesetzt. Berücksichtigt werden muss dabei die hohe Rate an BRO β-Laktamase 

produzierenden Isolaten, welche innerhalb der vergangenen Dekade auf annähernd 100% 

angestiegen ist. Diese beeinträchtigen vor allem die Aktivität von einfachem Penicillin, aber 

auch der Aminopenicilline, Ampicillin und Amoxicillin. (Khan et al.; Verduin et al., 2002) . 

Die zunehmende Erkenntnis der Bedeutung der Pathogenität von M. catarrhalis hat vermehrte 

Bestrebungen zur Entwicklung eines möglichen Impfstoffes zur Folge.  So wurden mehrere 

potentielle Impfantigene identifiziert und klassifiziert, eine effektive Vakzine jedoch noch nicht 

entwickelt (Gu et al., 1998; Hoban et al., 2001; Sethi et al., 2005). 

Da M. catarrhalis ein ausschließlich humanpathogener Erreger ist, bietet das Tiermodell keine 

Aussagefähigkeit in der Erforschung der Pathogenese (McMichael, 2000b; Peng et al., 2005). 

In Hinblick auf vorliegende Beschränkungen beider therapeutischer Ansätze ist es von umso 

größerer Bedeutung die pathogenetischen molekulareren Mechanismen einer Infektion mit M. 

catarrhalis zu verstehen. 
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1.2.2 Oberflächenantigene/ Virulenzfaktoren von M. catarrhalis 

Bei der Untersuchung der Virulenzfaktoren von M. catarrhalis sind bisher Oberflächenantigene 

wie beispielsweise äußere Membranproteine (engl.: outer membrane proteins, OMP) und 

Lipooligosaccharide (LOS), adhäsionsvermittelnde Pili sowie Eisen-regulierende Proteine (Sethi 

and Murphy, 2001) identifiziert worden. Dabei stellen OMPs wichtige antigenetische 

Determinanten von M. catarrhalis dar, deren Profil sich auch innerhalb verschiedener Stämme 

gleicht (McMichael, 2000a). Primär charakterisiert wurden CopB (outer membrane protein B2 

[OMP B2]) (Bartos and Murphy, 1988), OMP CD (Aebi et al., 1996; Sethi et al., 1997) und UspA 

Antigene (ubiquitous surface protein A oder high-molecular weight outer mebrane protein 

[HMW-OMP]) (Hsiao et al., 1995). Aufgrund ihrer ungewöhnlichen Charakteristik und ihres 

ubiquitären Vorkommens liegt ein besonderer Fokus auf den sogenannten ubiquitous surface 

proteins UspA1 und UspA2. Die weite Verbreitung dieser Proteine konnte in einer großen 

Studie gezeigt werden. Dabei wurden bei einer Untersuchung in über 99% von 108 

nasopharyngealen, M. catarrhalis positiven Isolaten von Kindern mit Otitis Media die UspA1 und 

UspA2 Proteine detektiert (Helminen et al., 1994; Klingman and Murphy, 1994). Das UspA1 

Gen ist ein 88kDa Protein, während UspA2 ein Molekulargewicht von 62kDa aufweist. Beide 

Proteine unterscheiden sich in ihrer biologischen Funktion.  

Während eine Expression von UspA1 durch M. catarrhalis dessen Adhäsion an epitheliale 

Zellen wie beispielsweise des Bronchialepithels dient, spielt die Präsenz von UspA2 eine 

protektive Rolle bei der Immunantwort und ist bei der Serumresistenz beteiligt (Meier et al., 

2002). Die Aminosäuresequenzen von UspA1 und UspA2 sind zu 43% identisch, in einer 

Region weisen beide jedoch eine Übereinstimmung von 93% auf. Diese Domäne ist durch ihre 

Bindungsfähigkeit mit dem monoklonalen Antikörper (MAb) 17C7 charakterisiert und bietet 

somit einen weiteren Angriffspunkt für eine potentielle Vakzine (Aebi et al., 1997; Aebi et al., 

1998; Lafontaine et al., 2000). 

Lipopolysaccharide (LPS) sind strukturelle Komponenten der äußeren Membran gram-negativer 

Bakterien und essentielle Mediatoren bakterieller Virulenz. Die hitzestabilen LPS haben nach 

ihrer Freisetzung bedeutende endotoxische Effekte und können gravierende systemische 

Immunreaktionen bis hin zum septischen Schock auslösen (Aebi et al., 1997; McMichael, 

2000a). M. catarrhalis verfügt nicht über LPS sondern Lipooligosaccharide (LOS). Diese 

bestehen aus einem Oligosaccharid und Lipid A, es fehlen jedoch O-Antigene Seitenketten mit 

Wiederholungseinheiten, ein bedeutendes Charakteristikum gram-negativer enteraler Bakterien 

(Morrison and Ulevitch, 1978; Raetz and Whitfield, 2002). LOS-Epitope von M. catarrhalis 

haben vielmehr Ähnlichkeit mit gram-negativen Pathogenen wie H. influenzae, Neisseria 

meningitidis und Neisseria gonorrhoeae (Edebrink et al., 1994; Masoud et al., 1994). Bei diesen 

Bakterien stellen diese strukturell vergleichbaren Oligosaccharid-Epitope wichtige 
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Pathogenitätsfaktoren dar (Rahman and Holme, 1996; Holme et al., 1999). Weitere potentielle 

Vakzine-Antigene sind die Rezeptorproteine TbpA und TbpB (Transferrin binding protein A und 

B) sowie LbpA und LbpB (Laktoferrin binding protein A und B). Diese spezifischen Proteine 

werden von M. catarrhalis bei einem Zustand limitierten Eisens expremiert und spielen so eine 

wichtige Rolle bei deren Wachstums- und Überlebensmechanismen (Apicella and Mandrell, 

1989; Porat et al., 1995; Clemans et al., 2000). 

 

1.3 Das humane Bronchialepithel und seine Bedeutung bei der COPD 
 

Das humane Bronchialepithel wurde lange Zeit als eine rein physikalische Barriere zum Schutz 

vor pathogenen Keimen und anderen schädlichen Umwelteinflüssen betrachtet.  

Große Fortschritte im Verständnis der metabolischen und biochemischen Funktion des Epithels 

führten schließlich jedoch zur Erkenntnis, dass es wesentlich komplexeren Vorgängen dient. 

Das Bronchialepithel verfügt über verschiedene Schutzfunktionen, die es ihm ermöglichen das 

Eindringen potentieller Krankheitserreger oder Partikel zu bekämpfen. Dabei kommen 

verschiedene Mechanismen zum Tragen.  Durch die ziliäre Clearance, sowie die Produktion 

antimikrobieller Agenzien im Mukus werden pathogene Mikroorganismen sowohl nach außen 

transportiert als auch abgetötet bzw. in ihrem Wachstum gehemmt. Desweiteren induziert das 

Bronchialepithel die Rekrutierung phagozytierender Zellen, ist an der  Aktivierung einer 

Entzündungsantwort beteiligt und sezerniert zahlreiche inflammatorische Mediatoren und 

Zytokine (Campagnari et al., 1994; Karalus and Campagnari, 2000). Epitheliale Zellen sind 

zudem auch über den Transport von IgA, welches immunmodulatorische Eigenschaften besitzt, 

an der erworbenen Immunantwort beteiligt (Devalia and Davies, 1993; Martin et al., 1997; 

Diamond et al., 2000).  

Bei den genannten Vorgängen wird deutlich, dass die Bronchialepithelzellen eine Schlüsselrolle 

bei der Koordination von Abwehrreaktionen und der Regulation inflammatorischer Prozesse  in 

den Atemwegen einnehmen. Dem Brochialepithel kann somit eine eine zentrale Bedeutung bei  

Pathogenese und Progression der COPD zugeschrieben werden (Pilette et al., 2001).  

Der Einfluss von Bakterien wie M. catarrhalis und die genauen Abläufe einer Interaktion mit 

dem Bronchialepithel sind allerdings bislang nur wenig erforscht. Angesichts der Auswirkungen 

bakterieller Kolonisation auf den Verlauf der COPD ist eine Fokussierung auf ebendiesen 

Ansatz zweifelsohne unerlässlich (Patel et al., 2002). 
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1.4 Das angeborene Immunsystem der Lunge 

1.4.1 Die angeborene Immunität 

Die ständige Exposition von Pathogenen in den Atemwegen bedarf eines gut funktionierenden 

Abwehrmechanismus der respiratorischen Epithelzellen. Das angeborene Immunsystem bietet 

einen effektiven initialen Schutz gegen Mikroorganismen und stimuliert das adaptive 

Immunsystem. Dieses phylogenetisch ältere unspezifische Immunsystem beinhaltet die 

Aktivierung von Makrophagen und polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten, 

antimikrobieller Peptiden, die Komplementaktivierung, die Freisetzung inflammatorischer 

Mediatoren und damit die Etablierung und Modulation einer Immunantwort (Barnes et al., 2003; 

Barnes, 2008).  

Die adaptive oder auch erworbene Immunität hingegen ist durch eine langsamere 

Immunantwort gekennzeichnet, welche Antikörper- bzw. Zell-vermittelt erfolgt. Durch klonale 

Selektion gebildete antigenspezifische Effektorzellen und Gedächtniszellen spielen hierbei eine 

wichtige Rolle (Aderem and Ulevitch, 2000; Janeway and Medzhitov, 2002). Hauptakteure der 

adaptiven Immunität stellen die B- und T-Lymphozyten dar (Martin and Frevert, 2005). 

Eine wichtige Herausforderung für das angeborene Immunsystem ist die Fähigkeit eigene von 

fremden Antigenen zu unterscheiden, so dass potentielle pathogene Strukturen erkannt werden 

können. Diese bakterienspezifischen Strukturen wurden von Janeway und Medzhitov (Janeway 

and Medzhitov, 2002) als Pathogen-assoziierte molekulare Muster (pathogen-associated 

molecular patterns [PAMPs]) bezeichnet und sind von essentieller Bedeutung für die 

Pathogenität und das Überleben mikrobieller Organismen. Dazu gehören Lipopolysaccharide 

(LPS), Lipopeptide (LP) Peptidoglykane (PG), Mannane, Lipoteichonsäuren (LTA), bakterielle 

DNA, sowie doppelsträngige RNA (Janeway and Medzhitov, 1998). 

 

1.4.2 Rezeptoren der angeborenen Immunität 

Die Rezeptoren des angeborenen Immunsystems, sogenannte „pattern- recognition receptors 

[PRRs] “ (mustererkennende Rezeptoren), spielen eine wichtige Rolle bei der Orchestrierung 

einer entzündlichen Reaktion. Als Teil des angeborenen Immunsystems können sie bestimmte 

Muster von Mikroorganismen, sogenannte „Pathogen-associated molecular pattern (PAMP) “ 

erkennen (Medzhitov and Janeway, 2000). Die derzeit bekannten PRRs können in 

verschiedene Gruppen eingeteilt werden, von denen die Gruppe der Toll-like Rezeptoren 

(TLRs) für die Aktivierung des Bronchialepithels von besonderer Bedeutung ist (Medzhitov and 

Janeway, 1997; Takeda et al., 2003). Die Toll-like Rezeptoren (TLR) stellen die bedeutenste 

und bislang am besten untersuchte Familie der PRRs dar und werden auf einer Vielzahl von 

Zellen, unter anderem auch auf respiratorischem Epithel expremiert (Janeway and Medzhitov, 
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2002). TLR4 erkennt beispielsweise LPS gram-negativer Bakterien, möglicherweise ebenso 

virale Proteine, Hitzeschockproteine und Fibrinogen (Akira et al., 2006). TLR2 dagegen ist 

Rezeptor für Lipoteichonsäure, Lipopeptide und Glykolipide (Poltorak et al., 1998; Akira et al., 

2006). Die Interaktion zwischen TLR und PAMPs führt zu einer Aktivierung intrazellulärer 

Signalkaskaden, welche an der Regulation der Expression unterschiedlicher Gene beteiligt 

sind, die unter anderem für Zytokine, Chemokine und antimikrobielle Peptide kodieren.  

 

1.5. Zytokine und Chemokine 
 

Zytokine sind extrazelluläre Signalproteine und wichtige Mediatoren der angeborenen 

Immunität. Sie werden von verschiedenen Zellen, unter anderem Epithelzellen, sezerniert und 

können durch Interaktion mit Rezeptoren deren Wachstum, Differenzierung und Rekrutierung 

induzieren (Aliprantis et al., 1999; Lehner et al., 2001; Opitz et al., 2001). Außerdem aktivieren 

sie lokale Reparations-, sowie fibrotische Gewebsumwandlungsprozesse am Ort des 

inflammatorischen Geschehens (Riffo-Vasquez et al., 2000; Chung, 2001; Toews, 2001). 

Zytokine lassen sich unter anderem nach ihren funktionellen Eigenschaften einteilen: Pro- 

inflammatorische Zytokine wie z.B TNFα, IL-1, IL-6 und GM-CSF spielen eine wichtige Rolle bei 

der Förderung einer Entzündungsreaktion, wohingegen anti- inflammatorische Zytokine (IL-10, 

TGFβ) inhibitorische Effekte aufweisen und eine Gewebsschädigung begrenzen. Eine Balance 

zwischen den Mediatoren ist für die Regulation eines entzündlichen Prozesses von 

entscheidender Bedeutung (Toews, 2001; Strieter et al., 2003). 

Eine Untergruppe der Zytokine stellen die sogenannten Chemokine dar, Polypeptide mit einer 

Größe von 8-13 kDa, welche mit ihrer chemotaktischen Eigenschaft an der Rekrutierung von 

Leukozyten beteiligt sind (Netea et al., 2003; Gomez and Prince, 2008). Chemokine lassen 

sich, je nach Konfiguration von N- terminalem Cystein (C) bzw. dem Vorhandensein einer 

zusätzlichen Aminosäure (X), unter anderem in CXC, CCC und CX³C einteilen (Chung, 2001). 

Vor allem die CXC- Subfamilie, mit ihrem bekannten Vertreter IL-8, sind Hauptmediatoren 

aktivierender und regulatorischer Effekte auf neutrophile Granulozyten (Zlotnik and Yoshie, 

2000; Strieter et al., 2003). 

 

1.5.1 Interleukin-8 

IL-8 ist ein bedeutendes Chemokin der CXC-Familie und wird in der Lunge von Epithelzellen 

Alveolarmakrophagen, Lymphozyten und u.a. als reaktive Antwort auf Stimuliation durch 

proinflammatorische Stimuli sezerniert (Strieter et al., 2002; Kobayashi, 2008). IL-8 spielt vor 

allem eine primäre Rolle bei der Regulation der Chemotaxis neutrophiler Granulozyten und 
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Monozyten am Infektionsort und ist somit auch ein wichtiger Mediator inflammatorischer 

Aktivität in den Atemwegen (Baggiolini et al., 1994; Delclaux and Azoulay, 2003). Im Gegensatz 

zu anderen inflammatorischen Zytokinen kann IL-8 nach Freisetzung in den Extrazellulärraum 

über einen langen Zeitraum persistieren und somit seine chemotaktische Wirkung 

aufrechterhalten (Richman-Eisenstat et al., 1993; Mukaida, 2003). Bereits 60 min. nach einer 

zellulären Stimulation ist eine Detektion von IL-8-mRNA möglich, IL-8 gehört somit zur Gruppe 

der „Early-Response“-Gene. Die Regulation dieser raschen Antwort erfolgt durch verschiedene 

Transkriptionsfaktoren, welche am IL-8-Genpromotor binden (Remick, 2005). Die Aktivierung 

der Transkriptionsfaktoren mit anschließender IL-8 Genexpression wird durch Stimulatoren wie 

TNF oder IL-1 (Roebuck, 1999), Bakterien (Kasahara et al., 1991; Brasier et al., 1998) , Viren 

(Aihara et al., 1997; Hobbie et al., 1997) sowie zellulären Stress induzierende Agenzien 

(Murayama et al., 1997; Mastronarde et al., 1998) hervorgerufen.  

Verschiedene Studien zeigten bei COPD-Patienten eine erhöhte IL-8 Expression und Sekretion 

in bronchoalveolärer Lavageflüssigkeit und Sputum, welche auch mit einer Abnahme der FEV1 

korreliert (Patel et al., 2002; Beeh et al., 2003). Zudem konnte eine Korrelation von erhöhten  

IL-8 Werten mit der Kolonisation des unteren Respirationstraktes durch Mikroorganismen wie 

M. catarrhalis demonstriert werden. (DeForge et al., 1993). Diese Beobachtungen zeigen einen 

direkten Zusammenhang zwischen der Menge des sezernierten IL-8s und der Pathogenese und 

dem Verlauf der COPD.  

 

1.5.2 Die Rolle von Nuclear factor-κB für die Steuerung der Transkription von IL-8 

Wie zuvor erwähnt wird die Sekretion von IL-8 wird durch zahlreiche Stimulatoren wie 

proinflammatorische Zytokine oder bakterielle Produkte induziert (Slevogt et al., 2006; 

Nakanaga et al., 2007). IL-8 kann auf diesem Wege auf das 100-fache des Basalwertes 

ansteigen (Yamamoto et al., 1997; Patel et al., 2002; Schulz et al., 2003; Wilkinson et al., 2003; 

Di Stefano et al., 2004a; Donaldson et al., 2005). Maximale IL-8 Werte werden im 

Lungenepithel jedoch erst durch eine Kombination verschiedener regulatorischer 

Signalmechanismen ermöglicht, wobei vor allem der  Transkriptionsfaktor NF-κB beteiligt ist 

(Hoffmann et al., 2002). Transkriptionsfaktoren sind Proteine, welche an der Regulation der 

Genexpression beteiligt sind. Sie binden mit hoher Spezifität am Promotor und kontrollieren die 

Transkription, indem sie unter anderem die DNA-Bindung der RNA-Polymerase beeinflussen.  

Der Transkriptionsfaktor NF-κB spielt eine zentrale Rolle bei der Expression vieler Gene, 

welche in die Regulation von inflammatorischen Antworten involviert sind (Mukaida, 2000; 

Ghosh and Hayden, 2008). Dazu gehören proinflammatorische Zytokine wie TNFα, IL-1 und   

IL-6, Chemokine wie IL-8 oder MIP-1α, sowie Adhäsionsmoleküle wie VCAM-1 oder ICAM-1 

(Hayden and Ghosh, 2004).  
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NF-κB gehört zur Familie der Rel Proteine und besteht aus den Untereinheiten p50, p52, p65 

(auch RelA genannt), Rel und RelB. In unstimulierten Zellen werden diese von einer Familie 

inhibitorischer Proteinen, sogenannter Iκ-B Proteine, im Zytoplasma verankert.  

NF-κB abhängige Signalwege werden durch verschiedene Immunrezeptoren wie Toll-like 

Rezeptoren (TLRs), TNF Rezeptoren oder Antigenrezeptoren aktiviert (Kawai and Akira, 2007; 

Sun and Ley, 2008). Nach Ligandenbindung kommt es zu einer Aktivierung des Iκ-B Kinase 

Komplexes. Dieser bewirkt eine Phosphorylierung des Iκ-B Proteins, es kommt zur Ubiquitin-

vermittelten proteasomalen Degradation und schließlich zu einer Freisetzung der gebundenen 

zytoplasmatischen NF-κB-Untereinheiten. Nun kann eine Translokation dieser NF-κB 

Untereinheiten zum Zellnukleus erfolgen. Dort können sie an κB Bindungsstellen des Promoters 

binden und schließlich eine NF-κB abhängige Gentranskription initiieren (Hayden and Ghosh, 

2008). Die Aktivierung der IL-8 Gentranskription erfolgt ebenfalls über diesen Mechanismus: 

Die p65 Untereinheit bindet an die IL-8 Promotorregion (Jimi and Ghosh, 2005). Dieses hat eine 

Bindung von RNA Polymerase II an den Promotor und damit eine Aktivierung der IL-8 

Gentranskription zur Folge (Li et al., 1994; Wickremasinghe et al., 1999; Hoffmann et al., 2002; 

Griffin and Moynagh, 2006).  

Bei Patienten mit COPD konnte im Lungengewebe eine erhöhte NF-κB Aktivität nachgewiesen 

werden (Baeuerle and Baltimore, 1996; Schmitz et al., 2001).  

Die Bedeutung der Aktivierung von NF-κB für die Aktivierung des Bronchialepithels mit 

anschließender Freisetzung von IL8 konnte ebenfalls, unter anderem durch unsere 

Arbeitsgruppe demonstriert werden. (Di Stefano et al., 2002; Hayden and Ghosh, 2004; Slevogt 

et al., 2006; Yagi et al., 2006).  

 

1.6 Proteinkinase C 

1.6.1 PKC allgemein 

Die Proteinkinase C (PKC) ist ein ubiquitäres, phospholipid- abhängiges Enzym und besitzt eine 

zentrale Aufgabe bei der  intrazellulären Signaltransduktion.  

Individuelle PKC Isozyme spielen eine bedeutende Rolle bei zellulären Mechanismen der 

Lunge wie der Regulation von endothelialer Permeabilität (Karin and Ben-Neriah, 2000), 

Mukussekretion (Lynch et al., 1990; Lum and Malik, 1994), Apoptose (Kai et al., 1994) 

Kontraktion, Migration, Hypertrophie, Proliferation, (Lucas and Sanchez-Margalet, 1995) und 

der Expression inflammatorischer Mediatoren (Dempsey et al., 2000). So konnte beispielsweise 

nach Exposition pulmonaler Epithelzellen mit TNFα, durch Einsatz spezifischer PKC Inhibitoren 

eine deutliche Reduktion der Immunantwort erzielt werden (Reibman et al., 2000). 

Weitere experimentelle Studien deuten darauf hin, dass die PKC eine wichtige Funktion in der 

Steuerung NF-kB abhängiger Genexpression und der Kontrolle einer IL-8 Freisetzung durch 
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Interleukin 1β oder TNFα zugeschrieben werden kann (Wyatt et al., 1997). Die Aktivierung der 

PKC ist somit ein integraler Bestandteil bei der Abwehr von Pathogenen. PKC Signalwege sind 

zudem bei der Regulation der GM-CSF Produktion von Tumorzellen beteiligt (Jordan et al., 

1996; Dempsey et al., 2000; Page et al., 2003).  

 

1.6.2 Struktureller Aufbau der PKC 

Die Proteinkinasen C gehören zur Familie der Serin/ Threoninkinasen und bestehen aus einem 

Polypeptidstrang mit einer regulatorischen N- terminalen (R), sowie einer katalytischen C- 

terminalen Domäne. Dieser Polypeptidstrang lässt sich in vier Abschnitte C1-C4 und 5 variable 

Regionen (V1- V5) untergliedern (Uemura et al., 2005). C1 und C2 stellen die beiden 

regulatorischen Basismodule dar. Die C1-Domäne verfügt über zwei Cystein-reiche Motive, 

welche die Bindungsstelle für Diacylglycerol (DAG) und Phorbolester (z.B. PMA) bilden. 

Diacylglycerol und Phorbolester fungieren als hydrophobe Anker zur Bindung des Enzyms an 

die Zellmembran (Coussens et al., 1986). Dieser Domäne N-terminal anschließend befindet 

sich eine autoinhibitorische Pseudosubstratsequenz, welche dazu beiträgt, den inaktiven 

Zustand des Enzyms beizubehalten (Newton, 1995). 

Die C2-Domäne besitzt eine Erkennungssequenz für saure Lipide und verfügt in einigen 

Isoenzymen über eine Ca2+ Bindungsstelle. Die katalytischen Domänen C3 und C4 weisen ein 

ATP bindendes Motiv bzw. eine Substratbindungsstelle und eine Phosphatasetransfer-Region 

auf (House and Kemp, 1987). 

Die Familie der Proteinkinase C besteht aus zwölf Isoformen welche sich nach 

Aminosäuresequenz und Regulationsmechanismen in drei Gruppen unterteilen lassen: 

klassische, neue und atypische PKC Isozyme (Hug and Sarre, 1993; Newton, 2003).  

Die klassischen Proteinkinasen C (cPKC) gehören zur am besten charakterisierten Gruppe. Sie 

besteht aus den Isoformen PKC-α, PKC-β1, PKC-β2 und PKC-γ, ihre Aktivierung ist von Ca2+, 

Diacylglycerol und Phosphatidylserin abhängig (Liu and Heckman, 1998; Dempsey et al., 2000; 

Newton, 2001). 

Die neuen Proteinkinasen C (nPKC), zu denen PKC-ε, PKC-δ, PKC-η, PKC-θ und PKC-µ 

gehören, verfügen über eine funktionelle C1-Domäne, der C2-Domäne fehlt jedoch eine Ca2+-

Bindungssmöglichkeit, so dass sie nur über Diacylglycerolsignale und Phosphatidylserin 

aktiviert werden (Newton, 1995; Webb et al., 2000; Newton, 2001; Siflinger-Birnboim and 

Johnson, 2003). 

Im Gegensatz dazu weisen die atypischen Proteinkinasen C (aPKC) PKC-ζ, PKC-λ und PKC-ι 

signifikante strukturelle Unterschiede auf. Da die C1-Domäne nur ein Cystein- reiches Motiv 

enthält, kann kein Diacylglycerol gebunden werden. Zusätzlich fehlen entsprechende 

Schlüsselsequenzen, die für die Faltung der C2 Domäne zuständig sind. Die Aktivierung 
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atypischer PKCs erfolgt daher ausschließlich über Phosphatidylserin (Webb et al., 2000; 

Newton, 2003; Siflinger-Birnboim and Johnson, 2003). 

 

 

 

 
 
Abbildung 1.2: PKC Isozyme 

Die PKC Isozyme bestehen aus 3 Klassen: Klassische, Neue und Atypische PKC. 

Die regulatorische Domäne besteht aus C1 und C2 Domänen, sowie variablen Regionen (V) 1-3. Die V1 Region 

beeinhaltet die Substratsequenz (rot), welche an die Substratbindungsseite der katalytischen Domäne bindet. Die 

Familie der klassischen und neuen Isozyme haben eine doppelte C1 Domäne (hellblau), die DAG und Analoga 

bindet, während Mitglieder der atypischen Familie nur über eine einfache C1 Domäne verfügen. Klassische und 

Neue PKC haben zudem eine C2 Domäne (dunkelblau), welche Phosphatidylserin (PS) bindet. Die klassische geht 

die Bindung mit PS in Abhängigkeit von Ca2+ ein. Die katalytische Domäne verfügt über eine ATP- Bindungsdomäne, 

C3 (hellgrün), sowie die Substratbindungdomäne C4 (dunkelgrün). Die C-terminal gelegene V5 Domäne hat 

Phosphorylierungsstellen, welche an der Regulation der PKC Aktivität beteiligt sind. 
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1.6.3 Mechanismen der Aktivierung von PKC 

Wie bereits erwähnt befindet sich die inaktive Form der Proteinkinase C im Zytosol.  

Die Aktivierung der klassischen PKC Isozyme erfolgt durch die Bindung spezifischer Liganden 

an entsprechende Rezeptoren der Zelle. Dies bewirkt eine Phosphorylierung der 

membranständigen Phospholipase C (PLC), welche daraufhin die Membrankomponente 

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

(DAG) hydrolysiert. IP3 bindet nun an Rezeptoren in der Membran intrazellulärer 

Kalziumspeicher des Endoplasmatisches Retikulums und induziert die Freisetzung von Ca2+ in 

das Zytosol. Die Ca2+ Ionen binden hier an die C2- Domäne der klassischen PKC- Isoformen 

und führen zu einer Konformationsänderung. Der PKC-Ca2+ Komplex verlagert sich nun zur 

Zellmembran, wo durch Bindung an DAG eine Dissoziation des Pseudosubstrates ausgelöst 

und somit eine Substratbindung ermöglicht wird (Webb et al., 2000; Newton, 2003; Siflinger-

Birnboim and Johnson, 2003). 

Die Familie der neuen PKC Isozyme bindet kein Ca2+, verfügt jedoch über eine höhere Affinität 

zu Diacylglycerin (House and Kemp, 1987; Nalefski and Newton, 2001; Schaefer et al., 2001; 

Siflinger-Birnboim and Johnson, 2003). Die Signalkaskade zur Aktivierung der neuen und 

atypischen PKC ist bislang noch nicht hinreichend geklärt. 

In einer Zelle können gleichzeitig verschiedene PKC Isozyme vorliegen und auf den gleichen 

Stimuli hin zu unterschiedlichen subzellulären Strukturen translozieren (Nishizuka, 1986). 

Diesem Vorgang liegt die Vorstellung zugrunde, daß jedes individuelle Isozym über bestimmte 

selektive Rezeptoren verfügt, sogenannte Rezeptoren für aktivierte C Kinase (RACKs), die in 

direkter Nähe des entsprechenden Substrats lokalisiert sind. Auf diese Weise können die 

einzelnen Isoformen eine funktionell spezifische Wirkung eingehen (Disatnik et al., 1994). 

Neben der Zellmembran können auch der Zellkern (Mochly-Rosen, 1995; Kheifets and Mochly-

Rosen, 2007) oder auch der Golgiapparat  (Leach et al., 1989; Wagner et al., 2000) den Zielort 

subzellulärer Translokation von PKC darstellen.  
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Abbildung 1.3: Aktivierung der konventionellen PKC-Isoformen 

Nach Ligandenbindung an einen Rezeptor erfolgt die Phosporylierung der membranständigen Phoshorylase C 

(PLC). Diese spaltet ebenfalls membranständiges Phosphoinositol-4,5-Bisphosphat (PIP2) zu Isonitol-1,4,5-

Trisphosphat (IP3) und 1,2-Diacylglycerol (DAG). IP3 transloziert zu einem intrazellulären Kalziumspeicher und bindet 

an einen spezifischen Rezeptor, worauf Ca2+-Ionen frei werden. Diese binden zytosolische cPKC und induzieren 

deren Translokation zur Zellmembran. Das noch inaktive Enzym bindet über seine C1-Domäne an 

membranständiges DAG und wird aktiviert. (Ca2+ = Kalzium-Ionen; ER = endoplasmatisches Reticulum; PKC = 

Proteinkinase C) Quelle: Promega 

 

 

1.6.4 Vorkommen der PKC in der Lunge  

Das Lungenepithel zeigt eine heterogene Expression einzelner Isoformen der PKC. So sind 

Isoformen der klassischen PKCs, die PKC- α und PKC-β, der neuen PKCs, die PKC-δ, PKC-ε 

und PKC-θ, sowie der atypischen PKC, die PKC-ζ vertreten (Parker and Murray-Rust, 2004).  

Wie in einigen Studien demonstriert, werden verschiedene PKC Isoformen mit 

charakteristischen Merkmalen der COPD in Zusammenhang gebracht. Das pro-

inflammatorische Neuropeptid Bradykinin führt in Zellen der Bronchialwand zu einer Aktivierung 

von PKC α, β, δ, ε und µ und induziert die COX Expression und  PGE2-Akkumulation in 

Abhängigkeit von PKC ε (Webb et al., 2000; Clark et al., 2003; Woo et al., 2005). PKC α ist bei 
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Patienten mit COPD erhöht und scheint eine wichtige Aufgabe bei der Hypertrophie und 

Proliferation von smooth muscle cells (SMC) in den Atemwegen zu erfüllen (Dempsey et al., 

2007), ebenso nimmt PKC ζ hierbei Einfluss auf proliferative Prozesse (Zhang et al., 2004). 

Hypoxische Zustände des Lungengewebes führen zu einer Aktivierung von PKCs (unter 

anderem PKC α) in  vaskulären Zellen und bewirken hier eine Vasokonstriktion sowie eine 

Erhöhung endothelialer Permeabilität (Zhou and Hershenson, 2003). Interessanterweise 

zeigten Harrington et al. dass eine vermehrte Expression von PKC α die endotheliale 

Barrierefunktion vermindert, im Gegensatz dazu jedoch PKC δ einen Beitrag zu einer 

Verbesserung dieser Funktion leistet (Dempsey et al., 1997; Ding et al., 2001; Siflinger-

Birnboim and Johnson, 2003). 

Im Lungenepithel zeigt PKC δ einen regulatorischen Einfluss auf die Produktion 

proinflammatorischer Mediatoren (Harrington et al., 2003; Klinger et al., 2007). Erhöhte PKC δ 

Aktivität führt zu einer Potenzierung der NF-κB abhängigen pro-inflammatorischen 

Zytokinproduktion in humanen Pulmonalepithelzellen. Ebenfalls konnten Catley et al. zeigen, 

dass PKC ε und andere PKCs wichtige Aktivatoren NF-κB abhängiger Transkription sind, 

welche nach Einsatz des Pan-PKC Inhibitor Ro 31-8220 inhibiert werden konnten (Page et al., 

2003). Desweiteren konnte nachgewiesen werden, dass PKCs einen nennenswerten Einfluss 

auf die mukosale Hypersekretion des Bronchialepithels zeigen (Catley et al., 2004). 

Zusammengefasst demonstrieren diese Studien, dass PKCs sowohl an der 

Atemwegskonstriktion, chronischen Inflammation, erhöhten Mukusproduktion und 

Zellwachstum, allesamt typische Befunde der COPD, beteiligt sind.  

 

1.6.5 Substrate der PKC  

Verschiedene Studien zeigten, dass eine erhebliche Anzahl von Substraten an PKC– 

gesteuerten zellulären Reaktionen beteiligt sind (Hewson et al., 2004). Sie können in drei große 

Gruppen klasssifiziert werden:  

a) Proteine die an Signaltransduktionswegen und Aktivierung der PKC beteiligt sind (T-Zell-und 

Insulin- Rezeptoren, EGF, MEK-ERK), 

b) Proteine metabolischer Wege (Kanäle, Austauscher), sowie  

c) Proteine der Regulation der Genexpression (Transkriptions- und Translationsfaktoren) 

(Kikkawa and Nishizuka, 1986).  

Eines der prominentesten Substrate stellt das „Myristolated alanine rich C kinase substrate“ 

(MARCKS) dar. Da es nahezu ubiquitär in verschiedenen Geweben vorhanden ist, kommt 

MARCKS eine bedeutende Rolle als Indikator der PKC- Aktivität zu (Hug and Sarre, 1993). Die 

MARCKS Proteine sind an der Zellmembran lokalisiert. Durch PKC werden sie phosphoryliert 

und anschließend von der Zellmembran abgespalten. 



EINLEITUNG 

19 

Die Affinität der einzelnen PKC Isozyme zu MARCKS ist sehr unterschiedlich (Blackshear, 

1993; Aderem, 1995; Li et al., 2001), auch die Spezifität zu anderen Substraten ist unter 

anderem von Lokalisation und Rezeptorbindung abhängig und innerhalb der Isoformen 

verschieden. 

 

1.7. Molekulare Wechselwirkungen zwischen M. catarrhalis und pulmonalen Epithelzellen 
 

Die Erkennung pathogen-assoziierter molekularer Muster (PAMPs) durch Toll-like Rezeptoren 

(TLR) sind Teil eines angeborenen Detektionsmechanismus, welcher an der Expression 

verschiedener Mediatoren beteiligt ist und eine Immunantwort induziert (Park et al., 2007). 

TLR4, TLR2 und NOD1 sind in die Wirtsabwehr verschiedener gramnegativer Bakterien 

involviert (Iwasaki and Medzhitov, 2004; Fritz et al., 2006). Während TLR4 eine wahrscheinlich 

untergeordnete Funktion für die  M. catarrhalis bedingte Aktivierung von Epithelzellen spielt 

(Slevogt et al. unveröffentlichte Daten), konnte jedoch gezeigt werden dass TLR2 und NOD1 an 

der epithelialen Immunantwort gegen M. catarrhalis beteiligt sind (Wang et al., 2002; 

Chamaillard et al., 2003; Girardin et al., 2003; Opitz et al., 2005; Travassos et al., 2005; 

Mogensen et al., 2006). Darüber hinaus wurde demonstriert dass die transmembranösen und 

zytoplasmatischen Rezeptoren TLR2 und NOD1 eine Rolle bei der M. catarrhalis induzierten  

IL-8 Produktion spielen (Slevogt et al., 2007). 

Zu den Signaltransduktionswegen des Lungenepithels, welche vor allem bei der COPD aktiviert 

sind, zählen die Mitogen-aktivierten Protein (MAP) Kinasen, die extrazellulär regulierte Kinase 

(ERK), die c-Jun Kinase (JNK), die p38 MAP Kinase, sowie der Transkriptionsfaktor NF-κB 

(Slevogt et al., 2007). Welche Signalwege bei einer Infektion mit M. catarrhalis aktiviert werden 

ist bisher nur teilweise untersucht worden. Bislang konnte demonstriert werden, dass die M. 

catarrhalis induzierte Stimulation der p38 und ERK 1/2 MAP Kinasen, sowie von NF-κB 

essentiell für die Aktivierung einer proinflammatorische Zytokinsekretion zu sein scheint. Die 

Aktivierung der JNK MAP Kinase zeigte im Gegensatz dazu jedoch keinen Einfluß auf die 

Zytokinfreisetzung epithelialer Zellen (Di Stefano et al., 2004b; Gomez and Prince, 2008). Von 

der Proteinkinase C ist bekannt, dass in die Signalwege eine Aktivierung von NF-κB und der 

p38, ERK 1/2 und JNK MAP Kinasen involviert sind (Uemura et al., 2005). Über die genaue  

Rolle von M. catarrhalis bei der Aktivierung der PKC, welche im Rahmen dieser Arbeit 

untersucht wurde, liegen bislang keine veröffentlichten Daten vor. 

M. catarrhalis ist an der Induktion verschiedener proinflammatorischer Zytokine beteiligt. So 

konnte gezeigt werden, dass M. catarrhalis die Freisetzung von IL-8, IL-6 und GM-CSF in 

epithelialen Zellen erhöht (Uemura et al., 2005; Slevogt et al., 2006). In Monozyten führt eine 

Stimulation durch M. catarrhalis ebenfalls zu einer erhöhten IL-8 Sekretion (Rosseau et al., 
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2005; Fink et al., 2006; Slevogt et al., 2006; Slevogt et al., 2007). Zudem hat eine Infektion mit 

M. catarrhalis eine Aktivierung von Mastzellen sowie eine selektive Sekretion von IL-6 und 

MCP-1 (monocyte chemotactic Protein 1) zur Folge (Xie and Gu, 2008). 

 

1.8 Zielsetzung und Fragestellung  
 

In der Lunge werden zahlreiche PKC Isoformen expremiert und sind an der Vermittlung 

funktionell unterschiedlicher Signalwege beteiligt. Dies lässt die Hypothese zu, dass 

verschiedene PKC Isoformen eine bedeutende Rolle bei der Steuerung der 

proinflammatorischen Zytokinexpression spielen. Die differentiellen Regulationsmechanismen 

der einzelnen Isoformen sind hierbei möglicherweise von ihrem Expressionsprofil sowie ihrer 

Funktion in der Lunge abhängig. 

Ziel dieser Arbeit ist es, die Bedeutung der Protein Kinase C und ihrer einzelnen Isoformen für 

die Expression und Freisetzung von Interleukin 8 (IL-8) in Moraxella catarrhalis infizierten 

humanen Bronchialepithelzellen in vitro zu untersuchen. Grundlage der vorliegenden Arbeit 

stellt folgende Fragestellung dar: 

 

1. Induziert eine Infektion humaner Bronchialepithelzellen mit M. catarrhalis die 

Freisetzung des  proinflammatorischen Zytokins IL-8? 

 

2. Wird bei einer Infektion humaner Bronchialepithelzellen mit M. catarrhalis die Protein 

Kinase C aktiviert?  

 

3. Welche Aufgabe haben die M. catarrhalis Oberflächenproteine UspA1 und UspA2 bei 

der IL-8 Sekretion und der PKC Aktivierung? 

 

4. Welche PKC Isoformen spielen für die IL-8 Freisetzung M. catarrhalis infizierter 

Bronchialepithelzellen eine Rolle? 

 

5. Besteht ein Einfluß der PKC Isoformen auf das Verhalten der RNA Polymerase II am   

IL-8 Promoter nach Infektion mit M. catarrhalis?  
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2. MATERIAL UND METHODEN 

2.1 Material 

2.1.1 Substanzen 

Produkt Hersteller 

Acrylamid Serva 

Agarose Promega 

Ammoniumpersulfat (APS) Serva 

Amphotericin Boehringer 

Antipain Sigma 

Aprotinin   Sigma 

Bromphenolblau Pharma Biotech 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma 

Eisessig Merck 

Ethidiumbromid Invitrogen 

Ethylendiamintretraazetat (EDTA) Carl Roth 

Fetales Kälberserum (FCS) Invitrogen Gibco 

Glyzin Serva 

L-Glutamin Invitrogen Gibco 

Leupeptin Sigma 

β-Mercaptoethanol Serva 

Methanol Merck 

Natriumchlorid Merck 

Natriumdeoxycholat, minimum 97% Sigma 

Natriumhydrogencarbonat  Merck 

Natriumhydrogenphosphat Merck 

Nonidet P-40 BioChemika 

Orange G Sigma 

Phosphatgepufferte Salzlösung 
ohne Ca2+ und Mg2+ (Dulbecco`s PBS -/-) 

Invitrogen Gibco 

Pepstatin A Sigma 

Permafluor Aqueous Mounting Medium Beckman Coulter 

Phenylmethylsulphonylfluorid (PMSF) Sigma 

Sodiumdodezylsulfat (SDS) Serva 

Tetramethylendiamin (TEMED) Serva 
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Produkt Hersteller 

Trichloressigsäure 50% Merck 

Triton x100 Boehringer 

Trizma Base, min 99,9% Titration Sigma 

Trypsin EDTA Invitrogen Gibco 

Tween 20 Sigma 

Ziegenserum 5% AAP Laboratories 

 

2.1.2 Zellen 

Alveolarzellkarzinomzellen A549 

Die Alveolarzellkarzinom-Zelllinie A549 wurde ursprünglich aus einem Patienten mit einem 

humanen Lungenadenokarzinom isoliert. Für diese Arbeiten wurden Zellen dieser Linie von der 

American Type Culture CollectionTM (ATCC), Rockville, USA bezogen. 

 

BEAS-2B-Zellen 

Die humane Bronchialzellinie BEAS2-B wurde freundlicherweise von C. Harris, NIH, Bethesda, 

MD zur Verfügung gestellt Diese Zellline wurde aus humanen bronchoepithelialen Zellen 

gewonnen und mittels SV40 Transformation immortalisiert (Reddel 1988). 

 

2.1.3 Kulturmedien 

Produkt Hersteller 

A549-Kultivierungsmedium 

Medium HAM`s F12 Invitrogen Gibco 

L-Glutamin Invitrogen Gibco 

FCS (Fötales Kälberserum)* PAA Laboratories 

BEAS- 2B Kultivierungsmedium 

Medium Keratinozyte-SFM Invitrogen Gibco 

EGF (Endothelial Growth Factor) Invitrogen Gibco 

Penicillin/Streptomycin Biochrom AG 

ETI (Erythrina Trypsin Inhibitor) Böhringer 
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Produkt Hersteller 

Coating-Lösung  

BSA10mg Sigma 

Vitronektin 5µg Sigma 

Fibronektin 1mg Sigma 

Keratinozyten-SFM ad 100ml Invitrogen Gibco 

PBECs Stimulationsmedium  

Epitheliales Basalzellmedium 500 ml Clonetics 

Epidermaler Growth Factor (EGF) 0,5 ng/ml Clonetics 

Insulin 5 µg/ml Clonetics 

Transferrin 10 µg/ml Clonetics 

Epinenephrine 0,5 µg/ml Clonetics 

Tri-iodthyronin 6,5 ng/ml Clonetics 

Bovine pituary gland extract 52 µg/ml Clonetics 

All trans Retinolsäure 0,1 ng/ml Clonetics 

PBECs Zellkulturmedium  

Nystatin 20 µl Sigma 

Gentamycin 50 µg/ml Clonetics 

Amphotericin 50 ng/ml Clonetics 

Ciprofloxacin10 µl Sigma 

PBECs Adhäsionsmedium  

Kollagen 400 µl Vitrogen 100 

Essigsäure 31,6 ml Merck 

* [Einsatz nach der Erhitzung bei 56°C für eine Dauer von 45 min zur Inaktivierung der 

Komplementfaktoren] 

 

2.1.4 Bakterien 

 

Moraxella catarrhalis Stamm O35E (Serotyp A) 

Der verwendete Moraxella catarrhalis Wildtypstamm O35E (Serotype A) wurde uns 

freundlicherweise von Eric Hansen, University of Texas Southwestern Medical Center, Dallas 

Texas, USA zur Verfügung gestellt.  
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Moraxella catarrhalis Stamm ATCC 25238 (Serotyp A) 

Der M. catarrhalis Stamm ATCC 25238 wurde von der American Type Culture Collection 

(ATCC, Manasas VA, USA) bezogen. 

 

Moraxella catarrhalis Mutanten 

Die UspA1 und/ oder UspA2 defizienten Mutanten O35E.1, O35E 1.2 und O35E.2 wurden uns 

ebenfalls freundlicherweise von Eric Hansen, University of Texas Southwestern Medical Center, 

Dallas Texas, USA zur Verfügung gestellt.  

 

Bakterienvermehrung: 

Produkt Hersteller 

Anzuchtmedium M. catarrhalis 

Brain Heart Infusion (BHI) Becton, Dickinson and Company 

Aqua bidest  

Anzuchtplatten 

Columbia Agar mit 5% Schafsblut Columbia BD 

 
 

2.1.5 Zusammensetzung von Puffer und Lösungen 

Substanz Eingesetzte Menge 

Blockpuffer ELISA 

PBS-/- 1x 45,0ml 

inaktiviertes FCS 1% 5,0ml 

Blotpuffer Western Blot 10x 

Glycin 144g 

Tris Base 30g 

Aqua bidest ad 1000ml 

Blotpuffer Western Blot 1x  

Methanol 200ml 

Blotpuffer 10x   80ml 

Aqua bidest ad 1000ml 

Carbonatpuffer ELISA (0,1M pH 9,5)  

NaHCO3 4,2g 

Na2CO3 1,78g 

Aqua bidest ad 500ml 
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Substanz Eingesetzte Menge 

ChIP-RIPA-Puffer 

NaCl 150mM 

Tris HCl pH 7,5 10mM 

EDTA 1mM 

Nonidet P-40 1% 

Desoxycholat 1% 

Aprotinin 1% 

DNA-Färbung 

Ethidiumbromid 0,4% 

DNA-Ladepuffer ChIP (Orange G 5x) 

Glycerol 5ml 

EDTA 0,5M 1ml 

Orange G 2% 1ml 

SDS 10% 0,1ml 

Aqua bidest 2,9ml 

Elektrophoresegel PCR 1,5% 

Agarose 1,5g 

TAE Puffer (1x) 100ml 

Elektrophoresegel Western Blot 

Trenngel-Puffer 1,5 M, pH 8,8 

Tris Base 18,15 g 

Aqua bidest. ad 100 ml 

Sammelgel-Puffer 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 

Tris Base 6 g 

Aqua bidest. ad 100 ml 

Trenngel (10%) 

Aqua bidest 4ml 

Tris HCl, pH 8,8 2,5ml 

Bis-Acrylamid 40% 3,55ml 

Ammoniumpersulfat 10% 0,05ml 

TEMED 0,005ml 
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Substanz Eingesetzte Menge 

Sammelgel (6%) 

Aqua bidest 6ml 

Tris HCl, pH 6,8 2,5ml  

Bis-Acrylamid 40% 1,33ml 

SDS 10% 0,1ml 

Ammoniumpersulfat 10% 0,05ml 

TEMED 0,01ml 

High-Salt-Puffer  

NaCl 2M 

Tris pH 7,5 10mM 

Nonidet P-40  1% 

Desoxycholat  0.5% 

EDTA 1 mM 

Laufpuffer 5x Western Blot 

Glycin 144g 

Tris Base 30g 

SDS 10% 

Aqua bidest ad 2000ml 

Laufpuffer 1x Western Blot  

Laufpuffer 5x 200ml 

Aqua bidest 1000ml 

Lämmlipuffer Western Blot  

Glyzerol 0,8ml 

Tris-HCl, 0,5 M, pH 8,3 1,0ml 

SDS 10% 1,6ml 

Bromphenolblau 1% 0,4ml 

2-Mercaptoethanol 1% 0,4ml 

Aqua bidest 3,8ml 
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Substanz Eingesetzte Menge 

Lysispuffer Proteinextraktion 

Gesamtproteinextraktion 

Tris-HCl, pH 7,4 , 50mM 100µl 

PMSF 1mM 10µl 

Antipain 10µg/ml 5µl 

Leupeptin 10µg/ml 5µl 

Pepstatin 10µg/ml 5µl 

Nonidet P-40 50µl 

Phosphoproteinwaschpuffer 833µl 

Zytosol-Membran-Fraktionierung 

Lyse-Puffer A 

NaCl 0,1 M 666µl aus 1,5M Stocklösung 

Triton 1% 1ml aus 10% Stocklösung 

HEPES 10 mM 200µl aus 500µl Stocklösung 

EDTA 2 mM 80µl aus 250µl Stocklösung 

Na3VO4 4 mM 200µl aus 200mM Stocklösug 

NaF 40 mM 400µl aus 1M Stocklösung 

PMSF 1 mM 400µl aus 100mM Stocklösung 

Aqua bidest. ad 10ml 

Substanz Eingesetzte Menge 

Lyse-Puffer B  

Lysepuffer A  900µl 

SDS 1% 100µl SDS 10% 

Phosphoproteinwaschpuffer 

Na3VO4 200mM 

NaF 1M 

Na4P2O7  150mM 

Aqua bidest ad 505ml 

PBS 0,1M 

NaH2PO4 1,8g 

Na2HPO4 15,49g 

Aqua bidest ad 1000ml  
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Substanz Eingesetzte Menge 

Ponceau-S-Proteinfärbung 

Ponceau S 1,0g 

Eisessig 50ml 

Aqua bidest ad 1000ml 

Permeabilisierungsmedium Konfokalmikroskopie 

Triton 1% x 100 200µl 

PBS 0.1M ad 20ml 

Verdünnungsmedium Konfokalmikroskopie 

Tween20 0,05% 0,01g 

BSA 1% 0,2g 

PBS ad 20ml 

Stoplösung ELISA 

H2SO4 97%  27,47ml 

Aqua bidest  472,53ml 

TAE-Puffer 50x, pH 8,6 

Tris Base 242g 

Essigsäure 100% 51.1ml 

EDTA 18.6g 

Aqua bidest ad 1000ml 

TE-Puffer ChIP 

Tris, pH 7.5 10mM 

EDTA 1mM 

Aqua bidest ad 500ml 

Verdünnungsmedium Konfokalmikroskopie 

Tween20 0,05% 0,01g 

BSA 1% 0,2g 

PBS ad 20ml 

Waschpuffer ELISA 

Tween  0.05% 

PBS-/- 1x  
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2.1.6 Antikörper 

ChIP 

Antikörper Spezies Hersteller 

Pol II (N-20) sc-899 Kaninchen Santa Cruz 

 

Western Blot 

Primärantikörper Spezies Hersteller 

PKCα Kaninchen Santa Cruz 

PKCβI Kaninchen Santa Cruz 

PKCβII Kaninchen Santa Cruz 

PKCε Kaninchen Santa Cruz 

ERK-2 (D-2)  sc-1647 Maus Santa Cruz 

Aktin (I-19)  sc-1616 Ziege Santa Cruz 

 

Sekundärantikörper Spezies Hersteller 

Anti Maus IgG 

IR-DYE 800 

Ziege Odyssey Infrared Imaging 

System 

Anti Kaninchen IgG 

IR-DYE 800 

Ziege Odyssey Infrared Imaging 

System 

Anti- Maus IgG 

CY5.5 

Ziege Odyssey Infrared Imaging 

System 

 

Konfokalmikroskopie 

Antikörper Verdünnung Hersteller 

Primärantikörper   

PKC (A-9): sc-17804  1:100 Santa Cruz 

Sekundärantikörper   

Alex Fluor 488 1:8000 Invitrogen 
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ELISA 

Antikörper Verdünnung Hersteller 

Capture Antikörper anti-

humanes GM-CSF 

1:250 BD Biosciences 

Capture Antikörper anti-

humanes IL-8 

1:250 BD Biosciences 

Detektionsantikörper anti-

humanes GM-CSF 

1:250 BD Biosciences 

Detektionsantikörper anti-

humanes IL-8 

1:250 BD Biosciences 

 

2.1.7 Protein Kinase C Inhibitoren 

Inhibitor Ziel Endkonzentration Hersteller 

CalphostinC  

UCN-1028C 

klassische, 

neue PKC 

1µM Calbiochem 

Gö 6976 PKCα,β 10µM Calbiochem 

PKC Inhibitor 20-28, 

myristoyliert 

PKCα 10µM Calbiochem 

PKCβ Inhibitor PKC βI, βII 10nM Calbiochem 

PKCε Translocation 

Inhibitor Peptide 

PKCε 10µM Calbiochem 

PKC θ 

myristoyliert 

PKC θ  25µM Calbiochem 

PKC ζ 

myristoyliert 

PKC ζ 25µM Calbiochem 

Staurosporine alle PKC 50nM Calbiochem 

PKC Inhibitor 19- 36 alle PKC 10µM Calbiochem 

 

2.1.8 Luziferaseassay 

Produkt Hersteller 

Luciferase Reporter Gene Assay System Promega 
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2.1.9 siRNA 

siRNA Sequenz Konzentration Hersteller 

PKCα 5’-AAG CAC AAG UUC AAA AUC CAC 

TT-3’ 

2µg/ml MWG-Biotech AG 

PKCε 5’-AAG CCC CUA AAG ACA AUG AAG 

TT-3’ 

2µg/ml MWG-Biotech AG 

Kontroll-

siRNA 

5’-UUC UCC GAA CGU GUC ACG UTT-

3’ 

2µg/ml MWG-Biotech AG 

 

2.1.10 Primersequenzen 

Primer Standard-PCR 

Primer Vorwärtssequenz Rückwartssequenz Annealing-

temperatur 

Zyklenzahl Hersteller 

 

GAPDH 5’-CCA CCC ATG 

GCA AAT TCC 

ATG GCA-3’ 

 

5’-TCT AGA CGGG 

CAG GTC AGG 

TCC ACC-3’ 

 

60°C 27 TIB Molbiol 

GM-CSF 5’-GTC TCC TGA 

ACC TGA GTA 

GAG ACA-3’ 

 

5’-AAG GGG ATG 

ACA AGC AGA 

AAG TCC-3’ 

 

68°C 37 TIB Molbiol 

IL-8 5’-CTA GGA CAA 

GAG CCA GGA 

AGA-3’ 

 

5’-AAC CCT CTG 

CAC CCA GTT 

TTC-3’ 

 

60°C 29 TIB Molbiol 
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Promoterprimer ChIP-PCR 

 

Primer Vorwärtssequenz Rückwartssequenz Annealing-

temperatur 

Zyklenzahl Hersteller 

 

IL-8 5’-AAG AAA ACT 

TTC GTC ATA 

CTC CG-3’ 

 

5’-TGG CTT TTT 

ATA TCA TCA CCC 

TAG-3’ 

 

60°C 33 TIB Molbiol 

GM-

CSF 

5’-TGT CGG TTC 

TTG GAA AGG 

TT-3’ 

 

5’-GGG CTC ACT 

GGC AAA AGA-3’ 

 

65°C 34 TIB Molbiol 

 

2.1.11 Reaktionsansätze PCR  

 Substanz Menge Hersteller 

5x AMV Puffer  4µl Promega 

Nukleotide, 100mM 2µl 2µ Promega 

Hexamerprimer 1µl 1µl Promega 

RNasin® 0,75µl 

(Rnase Inhibitor) 

0,75µl Promega 

H2O variabel variabel  

RT - PCR 

AMV-Reverse 

Transkriptase 1U/µl 

0.75µl Promega 

10xRed Taq Puffer 2,5µl Sigma 

Nukleotide 10mM 0,5µl Promega 

Vorwärtsprimer 0,5µg/µl 0,25µl Tib MolBiol 

Rückwärtsprimer 

0,5µg/µl  

0,25µl Tib MolBiol 

PCR 

H2O 15,5µl  
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 Red Taq Polymerase 

 

0,75µl Sigma 

10x PAN Taq Puffer 5µl Qiagen 

Nukleotide, 100mM 1µl 

 

Promega 

Vorwärtsprimer,10mM 3µl 

 

Tib MolBiol 

Rückwärtsprimer,10mM 

 

3µl 

 

Tib MolBiol 

50x Mg2Cl 

 

4µ 

 

Sigma 

H2O 

 

31,5µl 

 

 

ChIP-PCR 

 

PAN Taq Polymerase, 

1U/µ 

0,5µl Qiagen 

 

 

2.1.12 PCR Cycler-Programme 

Vorgang  T in°C Dauer Zyklen  

RT-PCR Denaturierung 

Transkription 

Denaturierung 

70 

42 

95 

5min 

1h 

5min 

1 

1 

1 

PCR Denaturierung 

Denaturierung 

Annealing 

Elongation 

Elongation 

95 

95 

variabel 

72 

72 

3min 

1min 

1min 

1min 

5min 

1 

 

x (variabel) 

 

1 

ChIP-PCR Denaturierung  

Denaturierung  

Annealing 

Elongation 

Elongation 

95 

94 

variabel 

72 

72 

7min 

20s 

20s 

20s 

7min 

1 

 

x (variabel) 

 

1 
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2.1.13 Verbrauchszubehör 

Material Hersteller 

Hybond-ECL-Membran Amersham Biosciences 

Whatman Filterpapier Whatman 

Zellkulturflaschen (T25,T75) Falcon 

Zellkulturschalen (10cm) Falcon 

Pasteurpipetten (230mm) Brand 

Platten (24,-6-Well) Falcon 

Plastikröhrchen (15ml, 50ml) Falcon 

Pipetten (5ml, 10ml, 25ml) Falcon 

Reaktionsgefäße (0,5ml, 1,5ml, 2ml) Eppendorf 

Zellschaber Costar 

Kunststoffküvetten Hellma 

Quarzküvetten Serva 

 

2.1.14 spezielle Geräte 

Axioskop(Objektiv:mot PlanNeoFluar  

X 100 NA 1.4) 

Zeiss 

AxioCam MRm Kamera  Zeiss 

ELISA – Reader MR 5000 Dynatech 

Digitalkamera Olympus Camedia Olympus 

Inverses Forschungsmikroskop BX60 Olympus Optical CO.GmbH 

Kühlzentrifuge J2 HS Beckmann 

Laborwaage Sartorius 

Lumat LB 9501 Berthold 

Mastercycler Gradient Eppendorf 

Mastercycler Personal Eppendorf 

Membran Vakuumpumpe Vacuubrand 

Mini-Q-Anlage Millipore Corporation 

MS 2 Minishaker (Vortexer) IKA 

Nukleofector1 Amaxa Biotechnologies 

Odyssey Infrared Imaging System LI-COR Biosciences 

Odyssey Infrared Imager, Odyssey v 1.2 LI-COR Biosciences 

pH Meter 526 WTW 
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Rotanta/ RP (Zentrifuge) Hettich 

Spektrophotometer 922 Uvicon 

Sterilbank Laminair HB 2448 Heraeus 

Thermomixer 5436 Eppendorf 

Thermomixer Comfort Eppendorf 

Tischzentrifuge 5415 C Eppendorf 

Ultraschallgerät Sonopuls HD 200 Bandelin 

Ultraschallgerät-Aufsatz MS 72 Bandelin 

UVC 500 UV Crosslinker Lichtgerät Eppendorf 

Zellkultur Inkubator Heraeus 

 

2.1.15 Analysesoftware 

ImageProPlus 5.0 Software Media Cybernetics 

Bio-Imaging-Control-Software, argus X1, Version 2 Biostep GmbH 

Infrared Odyssey Imaging System Application Software Version 1.2 

GraphPad Prism, Version 4.02  
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2.2 Methoden 

2.2.1 Zelllinien und Zellkultur  

Die Alveolarzellkarzinom-Zelllinie A549  

Zellen der Alveolarzellkarzinomzelllinie A549 weisen Eigenschaften alveolärer Epithelzellen 

(Pneumozyten) Typ II auf (Lieber et al., 1976) und stellen somit ein gutes in vitro 

Zellkulturmodell für pulmonales Epithel dar. Die Zellen wurden ursprünglich aus einem 

Patienten mit einem Lungenadenokarzinom isoliert und wurden von der  American Type Culture 

CollectionTM ATCC, Rockville, USA bezogen. 

Für die Versuche wurden Zellen in den Passagen 10 bis 35 verwendet. Die Kultivierung der 

A549-Zellen erfolgte in T75- Flaschen in HAM`s-Medium mit Zusatz von L-Glutamin und 10% 

FCS bei 37°C und einer 5% CO2-Sättigung. Das Wachstumsmedium wurde jeden dritten Tag 

gewechselt bis die Zellen eine Konfluenz von 70- 90% erreicht haben. Konfluente Zellen 

wurden je nach Versuchsaufbau in 6 Well-Platten, 24 Well-Platten oder Petrischalen ausgesät. 

Hierzu wurden die Zellen einmal mit PBS -/- gewaschen und unter Zugabe von 2ml 0.5% 

Trypsin EDTA vom Flaschenboden abgelöst. Anschließend wurden die gelösten Zellen in 10ml 

Medium resuspendiert und auf entsprechende Kulturgefäße verteilt. 24h vor einer Stimulation 

wurden die Zellen auf ein HAM`s Medium ohne FCS Zusatz umgefüttert.  

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mikroskopisch, unter Verwendung einer Neubauer 

Zählkammer. 

Die NF-κB-abhängige Reporterzelllinie A549 6Btkluc wurde uns von freundlicherweise von R. 

Newton (University of Warwick, Coventry, UK) zur Verfügung gestellt. Diese Zellen verfügen 

über ein stabil integriertes Plasmid mit 3 Tandem- Wiederholungen der Sequenz 5′- 

AGCTTACAAGGGATTTCCGCTGGGGACTTTCCAGGGA-3′, diese beinhalten zwei Kopien der 

dekamerischen NF-κB Bindungsseite, welche mit einem Luziferase Gen gekoppelt sind 

(Bergmann et al., 1998). 

 

Humane Bronchialzelllinie BEAS-2B 

Die BEAS-2B Zelllinie besteht aus humanen Bronchialepithelzellen, welche durch SV40 

Transformation immortalisiert wurde (Reddel et al., 1988). 

Die Kultivierung der BEAS-2B Zellen erfolgte mit dem Keratinozyten SFM-Medium mit Zusatz 

von 2mM L- Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100µg/ml Streptomycin  in T75-Flaschen. Bei 

37°C und einer 5% CO2-Sättigung wurden sie im Brutschrank bis zu einer Konfluenz von 70- 

90% gezüchtet. Die Zellen wurden in den Passagen 10 bis 35 verwendet. Für die 

entsprechenden Versuche wurden die konfluenten Zellen auf 6-Well-Platten, 24-Well-Platten 
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oder Petrischalen verteilt. Um eine bessere Adhäsion der Zellen zu gewährleisten wurden die 

Kulturgefäße mindestens 30 Minuten mit Coating Lösung vorbehandelt. 

Die konfluenten Zellen wurden nun einmal mit PBS-/- gewaschen, zunächst mit 2ml 0.5% 

Trypsin EDTA und schließlich mit 10ml Medium gänzlich vom T75 Flaschenboden abgelöst. 

Anschließend wurde die Zellsuspension bei 12000 U/min 5min zentrifugiert und das erhaltene 

Pellet mit 200µl des Trypsininhibitors ETI resuspendiert.  

Nach Zusatz der erforderlichen Menge an Zellkulturmedium wurden die Zellen auf die 

vorbehandelten Kulturgefäße verteilt. Am Tag vor einer Stimulation wurden die Zellen auf ein 

Keratinozyten-SFM- Medium ohne Zusätze umgefüttert. 

 

Humane primäre Bronchialepithelzellen (PBECs) 

Die humanen primären Bronchialepithelzellen wurden durch endobronchiales Bürsten während 

einer Bronchoskopie bei gesunden freiwilligen Testpersonen gewonnen. Die Durchführung 

dieser Methode erfolgte nach Genehmigung durch die Ethikkomission der Charité Berlin. 

Die Zellkulturen primärer Bronchialepithelzellen (PBECs) können direkt Aufschluss über das 

Aktivierungsverhalten primärer Bronchialepithelzellen in vitro geben. Zur Kultivierung wurden 

die gewonnenen PBEC-Zellen in ein spezielles basales Zellmedium gegeben, welches zuvor 

mit entsprechenden Zusätzen angereichert wurde (siehe Material). Anschließend wurden sie in 

Kulturgefäße gegeben, welche zuvor mit humanem Kollagen behandelt worden waren. Die 

Experimente erfolgten alle mit Zellen der Passage 2. 

 

2.2.2 Bakterienkultur  

Bakterienkultivierung und Bakterieninfektion 

Die Bakterien wurden als Glycerinstocks bei -80°C bzw. in Gefriermedium bei -20°C gelagert 

und bei Bedarf mit einer Impföse auf Agarplatten ausgestrichen und im Brutschrank bei 37°C 

und 5% CO2 Sättigung über Nacht (maximal 16h) inkubiert. 

Für die Bakterieninfektion wurden die Bakterien von der Agarplatte in das entsprechende 

Medium der verwendeten Zellen gegeben und die optische Dichte bei einer Wellenlänge von 

405nm gemessen. Daraufhin erfolgte die Verdünnung auf eine Konzentration von 1x106 

CFU/ml, was einer optischen Dichte von 0,3 entspricht. 

Vor einer Infektion der vorbereiteten Zellen wurde eine MOI („multiplicity of infection“) von 0,1, 1 

oder 10 Bakterien pro Zelle errechnet. Die Bakteriensuspension wurde nun auf die für die 

Versuche benötigten Infektionsdosen verdünnt. Die Infektionsdauer variierte je nach 

Versuchsaufbau, die Inkubation erfolgte bei 37°C und 5% CO2 Sätttigung. 
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Inaktivierung von Moraxella catarrhalis 

Hitzeinaktivierung 

Zur Hitzeinaktivierung wurde Moraxella catarrhalis Stamm O35E in entsprechender 

Konzentration in dem jeweiligen Zellkulturmedium resuspendiert und bei 95°C im Wärmeblock 

30 Minuten inkubiert. 

UV-Inaktivierung 

M.catarrhalis wurden in entsprechender Konzentration als Suspension im jeweiligen 

Zellkulturmedium 1 Stunde unter Einwirkung von UV-Licht inaktiviert.  

Zur Überprüfung einer erfolreichen Inaktivierung durch Hitze oder UV-Licht wurden die 

Bakterien nach jeweiliger Behandlung auf Columbia Agar Platten ausgestrichen und 2 Tage bei 

37°C inkubiert. Die inaktivierten Bakteriensuspensionen wurden nur verwandt, wenn kein 

Wachstum nachweisbar war. 

 

2.2.3. Transfektion 

In A549 Zellen wurden unter Verwendung des Amaxa Cell Line Nucleofactor KitV Amaxa 

Bioscience Short interfering RNAs (siRNA) transient eingeführt. 

siRNAs sind in Zellen natürlich vorkommende Moleküle, die ein post- transkriptionelles 

sequenzspezifisches Ausschalten gewünschter Proteine durch RNA-Interferenz ermöglichen 

(Williams, 2005). Die Einführung gewünschter siRNA in die Zielzelle erfolgt durch kurzzeitige 

Permeabilisierung der Zellmembran anhand eines elektrischen Impulses. Auf diese Weise 

aufgenommene siRNA kann nun innerhalb der Zelle an die mRNA Sequenz des Zielproteins 

binden und deren Abbau bewirken. 

Für die Versuche wurden A549 Zellen bei 60- 70% Konfluenz mit je 2µg siRNA gegen PKCα, ε 

und theta oder Kontroll-siRNA nukleofektiert. Die Bestimmung des  Zeitpunktes, an dem der 

Grossteil des Zielproteins ausgeschaltet worden ist, erfolgte unter Anwendung eines Western 

Blots. Mithilfe eines Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) wurde die Auswirkung der 

Nukleofektion untersucht. 

 

2.2.4 Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Die RT- PCR dient der quantitativen Bestimmung geringer Mengen RNA. Die mRNA aus den 

verwendeten Zellen kann mit diesem Verfahren in cDNA transkribiert werden, um anschließend 

als Amplifikationsvorlage in der Standard PCR eingesetzt werden zu können. 
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RNA Isolierung 

Zur RNA Gewinnung wurde 1% Mercaptoethanol-haltiger RLT-Puffer aus dem RNeasy-Mini-Kit 

(Qiagen), auf die verwendeten Zellen gegeben und diese mit einem Gummischaber von der 

Oberfläche abgelöst. Die RNA Isolierung aus dem Zelllysat wurde entsprechend der Anleitung 

des Herstellers unter Verwendung des RNAeasy-Mini-Kit (Qiagen) durchgeführt. Die RNA-

Konzentration wurde bei 260nm und 280nm bestimmt. Dabei wurden die Proben 1:100 in 

DNAse freien Wasser (RNeasy-Mini-Kit Qiagen) verdünnt und in Quarz- Präzisionsküvetten 

(Hellma) mit einer Schichtdicke von 10mm im Photometer gemessen. Eine OD260 von 1 

entspricht 40µg/ml, anhand des Quotienten aus 260nm/280nm läßt sich die Reinheit der 

isolierten RNA ermitteln. So wurde zur reversen Transkription der mRNA in cDNA nur RNA 

verwendet, deren Quotient zwischen 1,5 und 2 lag.  

 

RT- Reaktion 

Für die RT-PCR  wurden 1µg RNA pro Probe eingesetzt, mit Aqua dest auf 11,5 µl verdünnt 

und 5min bei 70°C denaturiert. Anschließend wurden zu jeder Probe 8,5µl des 

Reaktionsgemisches (siehe Materialteil) gegeben und für 1h bei 42°C, dem Arbeitsoptimum der 

AMV-reversen Transkriptase inkubiert. Zur Inaktivierung des Enzyms wurden die Proben 

schließlich für 5min auf 95°C erhitzt. Die nun fertigen Proben wurden mit  80µl destilliertem 

Wasser versetzt und bei -20°C gelagert oder direkt im Anschluß in einer Standard PCR 

weiterverwendet.  

 

Polymerase- Kettenreaktion 

Zum Nachweis von IL-8 oder GM-CSF wurden die Proben unter Anwendung einer Standard- 

PCR untersucht. Hierzu wurden jedem Ansatz 3µl der cDNA entnommen und mit 27µl 

Reaktionsgemisch versetzt. Die Zusammensetzung des Reaktionsgemisches sowie das 

entsprechende PCR-Programm sind im Materialteil beschrieben. Im Anschluß an die finale 

Elongation wurden die PCR Produkte auf 4°C herabgekühlt. Die optimalen 

Annealingtemperaturen der verwendeten Primer waren mittels Gradienten-PCR bestimmt 

worden. Zur Bestätigung einer gleichmäßigen cDNA Konzentration wurde parallel eine PCR mit 

Primern für Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) durchgeführt und mittels 

Gelelektrophorese visualisiert. GAPDH wird in den Zellen ständig expremiert („house keeping 

gene“) und dient als geeignete Ladungskontrolle.  

 

Gelelektrophorese 

Die Gelelektrophorese ermöglicht die Auftrennung von Nukleinsäuren oder Proteinen. Die 

Trennung erfolgt entsprechend ihrer Wanderungsgeschwindigkeit in einem elektrischen Feld, 

welches an eine Gelmatrix angelegt wird. 
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Zur Vorbereitung wurde 1,5% Agarosegel in einen Gelträger gegossen und in spezielle 

Elektrophoresekammern, welche 1x TAE als Laufpuffer enthielten, gegeben. Um die DNA 

Banden darstellen zu können, wurde das Gel mit Ethidiumbromid (nach Verdünnung 1:25000) 

versetzt, welches in die DNA-Doppelstränge interkalierend eingreift.  

Je 12µl der zu untersuchenden PCR Produkte wurden nun in die Gelkammern pipettiert und 

nach Einstellung des elektrischen Feldes auf 100V in einer Laufzeit von ca. 30min aufgetrennt. 

Die entstandenen Banden wurden mittels UV Licht visualisiert und anschließend mithilfe einer 

Olympus Digital Kamera gespeichert. Zur weiteren Dokumentation wurde das 

Fotodokumentationsprogramm Argus X1.V3 verwendet. 

2.2.5 Chromatin Immunopräzipitation (ChIP) 

Die Chromatin Immunopräzipitation ermöglicht eine Erforschung der Auswirkungen einer 

Aktivierung verschiedener Signaltransduktionswege direkt auf die Aktivierung der Promotoren 

Diese Methode detektiert die modifizierten Histone, Transkriptionsfaktoren und nicht-

chromosomalen Proteine und repräsentiert somit alle Ereignisse, die in den 

Prozessierungsprozess der DNA involviert sind (Spencer et al., 2003). 

Für die ChIP Versuche wurden A549 Zellen bis zur 90% Konfluenz in T75-Flaschen gezüchtet 

und am Vorabend der Infektion auf Medium ohne FCS-Zusatz umgefüttert. Am Versuchstag 

wurden die Zellen für eine Stunde mit dem gewünschten Inhibitor vorbehandelt und daraufhin 

mit M. catarrhalis O35E und der Mutante O35E.1 in einer Konzentration von 1Mio cfu/ml für 

einen Zeitraum von 30min bis 2h infiziert. 

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Medium abgesaugt und die Zellen für 1min mit 1% 

Formaldehyd in PBS inkubiert. Dadurch wurden die Proteine, die zu diesem Zeitpunkt an 

spezifische DNA- Sequenzen gebunden waren, fixiert. Anschließend wurden die Zellen mit 

einer eiskalten 0,125M Glycin-PBS Lösung gewaschen, in PBS vom Boden abgelöst und 

zweimal je 5min bei 4°C und 252x g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde nun in 2 ml ChIP-Ripa 

Puffer lysiert und das gewonnene Lysat 4 mal für 1min bei 50% Schallintensität mit einer 

Sonifikatorsonde auf Eis geschallt, wodurch das Chromatin fragmentiert wurde. Die 

verbleibenden Zelltrümmer wurden nun für 20min bei 4°C und 21530x g zentrifugiert und als 

Pellet verworfen. Der Überstand wurde zu je 250µl aliquotiert und bei – 80°C gelagert. 

Für die Immunpräzipitation des Zielproteins wurde das Lysats mit den jeweiligen Antikörpern, 

gemäß den Instruktionen des Herstellers verdünnt. 

Die eingesetzten Antikörper Pol II (N-20), NFκB p65 (C-20) wurden im Drehinkubator bei 4°C 

inkubiert, wobei die Inkubationszeit zwischen 1 und 12 Stunden variierte. 

Die Extraktion des Antikörper-Proteinkomplexes erfolgte mittels Protein A und G Agarose für 1h 

im Drehinkubator bei 4°C. Anschließend wurden die Immunkomplexe zunächst zweimal mit 

ChIP-Ripa Puffer, dann einmal mit High-Salt Puffer und schließlich erneut mit ChIP-Ripa Puffer 
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gewaschen. Zum Abschluß wurden die Antikörper-Agarose und Transkriptionsfaktor-DNA 

Komplexe mit TE-Puffer gewaschen und in den Heizschüttler gegeben, um sie bei 30°C und 

1200rpm 15min in Anwesenheit von EB-Puffer von der Agarose zu extrahieren. 

Um nun die DNA, die mit den immunpräzipierten Proteinen assoziiert ist, erfolgreich zu 

isolieren, wurden die Immunkomplexe erst für 30min bei 37° C mit RNAse (1mg/µl) im 

Brutschrank und anschließend unter Verwendung von Proteinase K (1µg/ 8µl) für mindestens 

6h bei 37°C und für 6h bei 65° C im Thermocycler verdaut. Die nun isolierte DNA wurde mittels 

PCR QIAquickPCR purification Kit (Qiagen) extrahiert, in einer Promoter-Primer-PCR 

ampflifiziert und anschließend in der Gelelektrophorese analysiert. PCR-Programm und 

Zusammensetzung des Reaktionsgemisches sind dem Materialteil zu entnehmen. 

 

2.2.6 Western Blot 

Zytosol-Membran Fraktionierung 

Die Proteinextraktion erfolgte fraktioniert, d.h. zytosolische und membranständige Proteine 

wurden unabhängig voneinander extrahiert. Für dieses Verfahren wurde das Mem- PER 

Eukaryotic Membrane Kit nach dem Protokoll des Herstellers verwendet, zur Kontrolle diente 

eine im Labor etablierte Methode der Zytosol-Membran Fraktionierung. 

 

Proteinextraktion Mem-Per Eukaryotic Membrane Kit 

Nach Infektion der Zellen mit M.catarrhalis und entsprechender Inkubationszeit wurde das 

Medium in den verwendeten Kulturgefäßen auf Eis abgesaugt. Anschließend wurden die Zellen 

mit 10ml kaltem PBS -/- gewaschen. Nach 5 minütiger Inkubation mit 2ml Akkutase (bei 37°C) 

vom Flaschenboden gelöst, in 10 ml PBS -/- resuspendiert und die Zellzahl mit Hilfe einer 

Neubauer Zählkammer bestimmt. Dann wurde eine Suspension von 5x106 Zellen in 10ml PBS -

/- hergestellt und diese bei 830g 5min zentrifugiert. Das Pellet wurde nun in 150µl Reagenz A 

des Mem-PER Eukaryotic Membrane Kits resuspendiert und die Zellen somit lysiert. Das Lysat 

wurde bei Raumtemperatur unter gelegentlichem Mischen 10min inkubiert. Auf Eis gelagert 

wurden nun jeder Probe jeweils 300µl Reagenz B und 150µl Reagenz C zugegeben. Bei 30 

minütiger Inkubationszeit auf Eis wurden sie nun alle 5min erneut gemischt und anschließend 

bei 10000rpm 3min bei 4°C zentrifugiert. Der gewonnene Überstand wurde nun bei 37°C für 20 

min inkubiert.  

Nach erneuter Zentrifugation (10000rpm, 2 min, Raumtemperatur) hatte sich eine zytosolische 

Fraktion (obere Phase) von einer Membranfraktion (untere Phase) sichtbar abgesetzt. Beide 

Fraktionen wurden rasch aufgeteilt und konnten nun bei -20°C gelagert werden 
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Proteinextraktion mittels Lysepuffer  

Nach erfolgter Stimulation wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit eiskaltem PBS -/- 

gewaschen. Anschließend erfolgte eine Zelllyse mit 500µl Lysepuffer A, nach einer 5 minütigen 

Inkubationszeit auf Eis wurden die Zellen mit einem Gummischaber von dem Gefäßboden 

abgeschabt. Die Lysate wurden nun 10 malig durch eine 22G-Kanüle gepresst, was zu einer 

mechanische Zerstörung der Zellmembranen führte. Nach 30 minütiger Zentrifugation (4°C, 

10000rpm) konnte die zytosolische Fraktion aus dem Überstand entnommen und bei -20°C 

gelagert werden. 

 

Proteinbestimmung nach Bradford 

Die Proteinbestimmung erfolgte durch Einsatz des BioRad Protein Assays (Bio Rad 

Laboratories). Diese Methode dient der Quantifizierung der Proteine um gleiche Mengen jeder 

Probe auftragen zu können. Der in der  Bradford Reagenz enthaltene Farbstoff Coomassie Blau 

verändert nach Bindung an basische oder aromatische Aminosäuren sein 

Absorptionsmaximum, anhand einer durch BSA (bovines Serumalbumin) erstellten 

Standardkurve lässt sich so die jeweilige Proteinkonzentration ermitteln. 

Die Bestimmung wurde gemäß den Instruktionen des Herstellers durchgeführt. Nach einer 1:5 

Verdünnung das Bradford-Reagenz mit Aqua dest. wurden die Proteinproben im Verhältnis 

1:200 hinzugegeben und die optische Dichte bei 595 nm spektralphotometrisch gemessen. 

 

SDS-PAGE (Sodium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid- Gelelektrophorese) 

Die Proteinproben mit β-Mercaptoethanol-haltigem Ladepuffer 1:1 versetzt und zur 

Proteindenaturierung  5min bei 95°C geschüttelt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte nach 

Auftragung von 50-100µg Proteinprobe in einem 10%igen Trenngel  und 6%igen Sammelgel bei 

100V und einer Laufzeit von 2 Stunden. 

 

Western Blot 

Nach Abschluß der SDS-Gelelektrophorese wurden die Proteine auf eine 

Nitrosezellulosemembran transferiert. Der Proteintransfer erfolgte in eiskaltem Blotpuffer 60min 

bei 100V. Anschliessend wurde die Membran für 2h unter Schütteln bei Raumtemperatur mit 

dem entsprechenden Primärantikörper (Verdünnung mit Blockpuffer 1:1000) inkubiert. Durch 

dreimaliges Waschen je 5min mit Waschpuffer (PBS -/- + 0,1% Tween20) und einmaligem 5 

minütigem Waschen mit PBS -/- wurden die ungebundenen Antikörper herausgewaschen, und 

es erfolgte eine Inkubation mit dem Sekundärantikörper. Diese wurde 1h bei Raumtemperatur 

im abgedunkelten Gefäß durchgeführt.  

Der Sekundärantikörper (Verdünnung mit Blockpuffer 1:2000) richtet sich gegen die 

Spenderspezies des ersten Antikörper und ist mit einem Infrarot-Farbstoff markiert. 
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Nach abschließendem Waschen (3x 5min mit PBS -/- + 0,1% Tween20, 1x 5min PBS-/-) 

erfolgte die Detektion des markierten Proteins mit dem Scanner Odyssey Infrared Imager (Li-

Cor). Die weitere Bearbeitung wurde mit Hilfe der zugehörigen Software durchgeführt.  

 

2.2.8 ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) 

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay ist ein Verfahren, dass zur Quantifizierung der 

Interleukin-8 (IL-8) Konzentration genutzt werden kann. 

Grundlage hierfür ist eine Antigen-Antikörper-Reaktion unter Einsatz monoklonaler Antikörper. 

Ein zusätzlich eingesetzter enzymgekoppelter sekundärer Antikörper katalysiert eine 

Farbreaktion, wodurch nach photomotetrischer Messung der optischen Dichte die 

Zytokinzentration ermittelt werden kann. Die ELISA erfolgten unter Verwendung des IL-8 

ELISA-Detection Kit (BD Biosciences). 

Für die Versuche wurden konfluente A549 Zellen über Nacht mit verschiedenen Inhibitoren und 

M.catarrhalis inkubiert. Bei einigen verwendeten PKC Inhibitoren handelte es sich um 

myristolylierte Inhibitoren. Myristoylierung spielt eine wichtige Rolle bei der Membraninteraktion 

und erhöht die inhibitorische Potenz der Pseudosubstratinhibitoren. 

Nach Inkubation wurden die Überstände entnommen, zur Entfernung von Zellresten bei 4°C 

24980x g 10min zentrifugiert und die Proben für den IL-8 ELISA mit Blockpuffer 1:200 verdünnt. 

Zur Vorbereitung wurde eine 96-Well Mikrotiterplatte 12 Stunden mit einem gegen das zu 

untesuchende Zytokin gerichteten monoklonalen Primärantikörper (Capture Antikörper) in 0,1M 

Carbonatpuffer bei 4°C inkubiert (Verdünnung 1:250).  

Vor Einsatz der Proben wurde die Mikrotiterplatte 3x mit Waschpuffer gewaschen und 1h bei 

Raumtemperatur mit jeweils 200µl Blockadepuffer pro Well inkubiert. Anschließend wurden je 

100µl der Proben auf die Platte aufgetragen, doppelwertig daneben die in Blockadepuffer 

verdünnten Standards in abfallender Konzentration (je 100µl). 

Die Standards für IL-8 wurden in  folgenden Konzentrationen eingesetzt: 200 pg/ml, 100 pg/ml, 

50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 6,3 pg/ml, 3,1 pg/ml. Nach einer Inkubationszeit von 2h wurde 

die Platte 5 x mit Waschpuffer gewaschen. Nun erfolgte der Einsatz der gegen das 

entsprechende Zytokin gerichtete enzymgekoppelten Detektionsantikörper (Verdünnung 1:250 

mit 0,1M Carbonatpuffer), welche für 1h bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Anschließend 

erfolgte nach 7x waschen mit Waschpuffer die 20 minütige Inkubation mit Enzymsubstrat in 

abgedunkeltem Umfeld. Die Farbreaktion wurde mit 50µl 2N H2SO4 abgestoppt und die 

optische Dichte bei einer Wellenlänge von 450nm photometrisch bestimmt. Anhand einer 

Standardkurve mit rekombinantem IL-8 konnte nun die Konzentration ermittelt werden. 
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2.2.9 PKC-Aktivitätsassay 

Der Proteinkinase C Aktivitätsassay basiert auf der Methode des ELISA. Hierbei werden 

spezifische synthetische Peptide als PKC Substrate eingesetzt und deren phosphorylierte Form 

durch polyklonale Antikörper erkannt. Auf diese Weise kann eine PKC Aktivität in  Zelllösungen 

nachgewiesen werden. 

Der PKC-Aktivitätsassay wurde mit dem StressXpress non-radioactive PKC-Kinase Activity 

Assay Kit (Stressgen Bioreagents Corp.) durchgeführt. Sämtliche verwendeten Reagenzien 

stammen aus dem verwendeten Kit, zur Verdünnung des Waschpufffers wurde Aqua dest. 

eingesetzt. 

Zur Vorbereitung wurden die Mikrotiterplatten mit 50µl Verdünnungspuffer bei  Raumtemperatur 

vorbehandelt  und nach 10 minütiger Inkubationszeit sorgfältig abgesaugt. Nachdem jeweils 

30µl der Proben und der Kontrollen (PKC Aktivitäts-Kontrolle + Verdünnungspuffer) aufgetragen 

wurden, erfolgte die Zugabe von 10µl ATP (mit 1mg/ml Verdünnungspuffer) in jedes Well. Im 

Anschluß an eine 90 minütige Inkubationsdauer von 90min bei 30°C wurde die Platte geleert 

und auf einem sauberen Tuch durch  Klopfen vollständig getrocknet. Nach Zugabe von 40µl 

phosphospezifischem Substratantikörper (Konzentration 1mg/ml) erfolgte eine erneute 

Inkubation für 60min bei Raumtemperatur. Nun wurde die Platte 4x mit 1x-Waschpuffer 

gewaschen und ebenfalls auf einem Tuch trocken geklopft. Nach Inkubation von 40µl eines 

peroxidase- gekoppelten Sekundärantikörpers (1mg/ml) für 30 min bei Raumtemperatur, folgten 

erneut 4 Waschschritte mit 1x Waschpuffer. Abschließend erfolgte die Zugabe von 60µl 

Tetramethylbenzidine (TMB)- Substrat welches bei Raumtemperatur inkubierte. Die Reaktion 

wurde nach 30min mit 20µl Säure abgestoppt und die Messung der optischen Dichte bei 450nm 

durchgeführt. 

 

2.2.10 Luziferaseassay 

Zur Bestimmung der NF-κB Aktivität wurden NF-κB transfizierte A549 Zellen (A549 6Btkluc) 

verwendet. Diese sind an ein Luziferasegen gekoppelt, so dass sich eine Aktivierung von NF-κB 

anhand der Luziferaseaktivität darstellen lässt. Nach Inkubation mit dem PKC Inhibitor und 

Stimulation mit M. catarrrhalis wurden die Zellen mit PBS -/- gewaschen. 

Anschließend wurden sie entsprechend den Herstellerangaben des „Luciferase Reporter Gene 

Assays“ aufbereitet. Für die Messung der Luziferaseaktivität wurde die Lumineszenz mittels 

Luminometer jeweils 5s je Probe bestimmt. 
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2.2.11 Konfokale Mikroskopie  

Im Gegensatz zur konventionellen Fluoreszenzmikroskopie wird mit Hilfe eines konfokalen 

Laser Scanning Mikroskops das Objekt Punkt für Punkt und in einer dünnen Fokusebene, die 

man schrittweise verschieben kann, aufgenommen. Damit ist eine exakte räumliche Verteilung 

und semiquantitative Analyse von Fluoreszenzfarbstoffen bzw. Fluorochrom-markierten 

Antigenen in biologischen Objekten möglich. 

Die A549- und BEAS-2B-Zellen wurden auf Glasplättchen in 24-Well-Platten kultiviert, bis sie zu 

ca. 70% konfluent waren. Die Fixierung und Vernetzung der Epithelzellen erfolgte nach 

zweimaligem Waschen mit PBS-/- in 3%igem Paraformaldehyd (PFA) für 20 min. Dann erfolgte 

eine erneute dreimalige Waschung mit warmem PBS -/-. Anschließend wurden die Zellen mit 

400µl pro Well 1% Triton in 0,1M PBS permeabilisiert. Bei Raumtemperatur folgte nun ein 30 

minütiges Blocken mit 400µl Verdünnungsmedium + 5% Ziegenserum (AAP Laboratories, 

Wien). Nachdem das Verdünnungsmedium mit PBS-/- abgenommen wurde, wurde der primäre 

Antikörper (PKC (A-9): sc-17804) in einer Konzentration von 1:100 in Verdünnungsmedium 

eingesetzt. Nach einer Inkubationszeit von 1h bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C 

wurde der primäre Antikörper in drei Waschschritten mit PBS-/- entfernt. Der sekundäre 

Antikörper (Alex Fluor 488) wurde in einer Verdünnung 1:8000 eingesetzt. Auch er wurde in 

Verdünnungsmedium aufgenommen und pro Well  200 µl verwendet. Die Inkubation erfolgte in 

einer abgedunkelten Kammer ebenfalls für 1h bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C. 

Nachdem der sekundäre Antikörper mit PBS-/- entfernt wurde, erfolgte die Anfärbung des Aktin-

Zytoskeletts mit Phalloidin A546. Phalloidin, das Gift des Knollenblätterpilzes, bindet spezifisch 

an F-Aktin des Zytoskeletts. Der an das Phalloidin gekoppelte Fluoreszenzfarbstoff Alexa-546 

zeigt nach einer Anregung bei 546nm eine rote Fluoreszenz.  

Die Proben wurden vor starker Lichteinstrahlung geschützt, die Inkubationszeit mit dem 

Farbstoff betrug 30 min bei Raumtemperatur. Zum Schluss wurde das Phalloidin mittels 

Spülung mit PBS-/- entfernt und die einzelnen Glasplättchen mit Permafluor-Aqueous Mounting 

Medium auf Objektträger aufgebracht und mit Nagellack fixiert. Die Fluoreszenzbilder wurden 

mittels eines motorisierten Axioskops,  welches mit einer AxioCam MRm Kamera ausgestattet 

ist, aufgenommen. Die Kamera verfügt über eine gekühlte Graustufenskalierung. Die digitale 

Bildausarbeitung erfolgte über die ImageProPlus 5.0 Software. 
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2.2.12 Statistik 

Die Ergebnisse aller gezeigten Versuche wurden als Mittelwerte dargestellt. Alle verwendeten 

Abbildungen entstanden aus mindestens drei unabhängigen erfolgreich durchgeführten 

Versuchen. Die Mittelwerte und deren Standardabweichungen wurden mittels Prism 5.0 (Graph 

Pad Prism ®) analysiert und anschließend in einem Newman-Keuls`Posttest verglichen.  

Die Ergebnisse wurden bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von kleiner 5% (p < 0,05)  als 

signifikant bezeichnet und sind mit einem Stern markiert. Zur Evaluation des Effekts nach 

Stimulation mit M. catarrhalis sowie nach Einsatz der siRNA wurde der gepaarte T-Test 

angewandt. Zur Darstellung der Western Blot, Konfokalmikroskopie und PCR Ergebnisse 

wurden jeweils repräsentative Abbildungen verwendet, welche aus mindestens drei 

unabhängigen Versuchen stammen.  
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3. ERGEBNISSE 

3.1 Die Infektion von Bronchialepithelzellen mit M. catarrhalis induziert eine gesteigerte 
Transkription und Freisetzung von IL-8  
 
Um die Interaktionen von M. catarrhalis mit Bronchialepithelzellen zu untersuchen, wurde 

zunächst eine in vitro Bestimmung der IL-8 Produktion bei mit M. catarrhalis infizierten Zellen 

durchgeführt. Hierzu wurde die Bronchialepithelzelllinie BEAS-2B verwendet, welche 

vergleichbare Eigenschaften mit den primären isolierten Bronchialepithelzellen (PBECs) 

aufweist (Yang et al., 2005; Slevogt et al., 2006; Slevogt et al., 2007), die ebenfalls in dieser 

Versuchsreihe verwendet wurden. Ergänzend wurden diese Versuche mit der Alveolarzellinie 

A549 durchgeführt. 

Die BEAS-2B Zellen, die primären Bronchialepithelzellen (PBECs) und die A549 Zellen wurden 

in einer Konzentrationsreihe von 0.1, 1 und 10 Mio cfu/ ml mit M. catarrhalis infiziert. Nach einer 

Inkubationszeit von 12h wurden die Zellüberstände mittels ELISA untersucht. Zum Auschluss 

Bakterien- Stamm- spezifischer Unterschiede wurden bei den BEAS-2B Zellen jeweils zwei 

verschiedene M. catarrhalis- Stämme, der O35E und der ATCC 25238 Stamm verwendet. In 

weiteren Versuchen wurden die primären Bronchialepithelzellen (PBECs) jeweils 60, 120 und 

240min mit dem M. catarrhalis Stamm O35E (107 cfu/ml) inkubiert. Zur Detektion von IL-8 

mRNA wurde anschließend eine RT-PCR durchgeführt. Als Kontrolle für den Einsatz gleicher 

Mengen an cDNA wurden parallel PCR-Amplifikationen mit Glyceraldehyd-3-Phosphat 

Dehydrogenase (GAPDH) durchgeführt. Die GAPDH ist ein Glykolyseenzym, dessen 

Expression von den vorliegenden Versuchsbedingungen nicht beeinflusst wird und somit als 

quantitative endogene Kontrolle der PCR-Produkte dient. 
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Abbildung 3.1A, B, C: IL-8 Produktion in pulmonalen Epithelzellen nach Infektion mit M. catarrhalis 

BEAS-2B Zellen (Abb 3.1A), primäre Bronchialepithelzellen PBEC- Zellen (Abb. 3.1B) und A549 Zellen (Abb 3.1C) 

wurden mit M. catarrhalis (M.c.) Stamm O35E in unterschiedlichen Konzentrationen (0.1, 1 und 10 Mio CFU/ml) 

infiziert und für 12h inkubiert. Die IL-8 Freisetzung wurde mittels ELISA in den Zellüberständen bestimmt. Ebenso 

wurde die IL-8 Sekretion der BEAS-2B Zellen nach Infektion mit dem M. catarrhalis Stamm ATCC 25238 untersucht. 

Die Abbildung zeigt das Ergebnis von 3 unabhängigen Versuchen. (M.c.= Moraxella catarrhalis, c= control) 
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Abbildung 3.1D: Zeitabhängiger Anstieg der IL-8 Sekretion in pulmonalen Epithelzellen nach Infektion mit    
M. catarrhalis.  

Primäre Bronchialepithelzellen PBEC- Zellen wurden für 60, 120 und 240 min mit M. catarrhalis Stamm O35E  

[107 cfu/ml] infiziert und anschließend mittels PCR untersucht. Als Kontrolle diente die Expression von GAPDH          

(„ – “ = keine Infektion mit M. catarrhalis). Die Abbildung zeigt das Ergebnis von 3 unabhängigen Versuchen       

(M.c.= Moraxella catarrhalis, c= control) 

 

Bei diesen Versuchen konnten ein ein konzentrationsabhängiger (3.1A, B und C) und ein 

zeitabhängiger (3.1D) Anstieg der IL-8 Transkription nach Infektion mit M. catarrhalis Stamm 

O35E nachgewiesen werden. Eine Infektion der BEAS-2B Zellen mit dem M. catarrhalis Stamm 

ATCC 25238 zeigte im Vergleich zum Wildtypstamm O35E ebenfalls einen vergleichbar starken 

Anstieg der IL-8 Freisetzung, so dass nicht von Stamm- spezifischen Unterschieden 

auszugehen ist. 

 

3.2 IL-8 Freisetzung nach Infektion mit inaktivierten M. catarrhalis 
 
Um zu überprüfen inwieweit die lebendigen Bakterien im Vergleich zu den Proteinstrukturen der 

Bakterienoberfläche („outer membrane proteins“) einen Einfluss auf die IL-8 Freisetzung haben, 

wurden Bakterien des M. catarrhalis Stammes O35E vor Infektion der BEAS-2B Zellen mit Hitze 

(HI) bzw. mit UV-Licht (UV) inaktiviert. Bei der Hitzeinaktivierung kommt es im Vergleich zur UV-

Inaktivierung zu einer Denaturierung der Oberflächenproteine. Bei einer Bestrahlung durch UV- 

Licht bleiben diese hingegen intakt. Auf diese Weise zeigen sich mögliche Effekte einzelner 

Bakterienkomponenten. 

Die IL-8 Freisetzung von BEAS-2B Zellen durch inaktivierte Bakterien wurde im ELISA 

gemessen, es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu einer Infektion mit 

lebenden M. catarrhalis gleicher Dosis.  
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Abbildung 3.2: IL-8 Sekretion nach Infektion von BEAS-2B Zellen mit inaktivierten M. catarrhalis O35E 
Vor Infektion der BEAS-2B Zellen mit M. catarrhalis O35E wurden die Bakterien hitzeinaktiviert (hi) oder UV-

inaktiviert (v). Die Untersuchung der IL-8 Sekretion erfolgte durch Einsatz des ELISA.  

Die Abbildung zeigt das Ergebnis von 3 unabhängigen Versuchen. (M.c.= Moraxella catarrhalis, c= control) 

 

3.3 M. catarrhalis induziert die Aktivität der PKC in Bronchialepithelzellen 
 

Wie bereits erwähnt kann der Proteinkinase C eine Schlüsselrolle bei der intrazellulären 

Signalvermittlung zur Bildung einer Immunantwort zugeschrieben werden. 

Um nun genauer zu überprüfen, welchen Einfluss eine M. catarrhalis- induzierte Zellaktivierung 

auf die Aktivierung der PKC aufweist, wurden Zellen mit M. catarrhalis stimuliert und 

anschließend die Zellüberstände in einem PKC-Aktivitätsassay untersucht.  

Hierzu wurden BEAS-2B Zellen jeweils für 60, 120 und 240min mit M. catarrhalis Stamm O35E 

(107 cfu/ml) infiziert. Desweiteren erfolgte eine 240 minütige Infektion der BEAS-2B Zellen mit 

dem M. catarrhalis Wildtyp- Stamm ATCC 25238. Als Kontrolle diente eine 1 stündige 

Behandlung der Zellen mit Phorbol 12-Myristat 13-Azetat (PMA), einem starken Stimulator der 

klassischen und neuen PKC (Dermitzaki et al., 2004).  

Die Untersuchung im PKC Aktivitätsassay zeigte einen 2 bis 4 fachen, zeitabhängigen Anstieg 

der PKC Aktivität nach einer Infektion mit M. catarrhalis. Eine 2 stündige Stimulation der Zellen 

mit dem M. catarrhalis Stamm O35E war in der Höhe der gemessenen PKC-Aktivität 

vergleichbar mit einer Infektion des Wildtyp- Stammes ATCC 25238.  

Zur Bestätigung einer M. catarrhalis induzierten Aktivierung der PKC erfolgte zudem eine 

Untersuchung der Phosphorylierung des PKC-Substrates MARCKS (myristolated, alanine rich 



          ERGEBNISSE 

51 

C-kinase substrate) als Folge einer Infektion der BEAS-2B Zellen mit M. catarrhalis O35E. 

Anschließend wurden die Zellen lysiert und mittels Western Blot untersucht (Abb. 3.3B). Die im 

Western Blot verwendete Nitrozellulosemebran wurde zusätzlich mit einem Antikörper gegen 

Aktin inkubiert.  Da eine Expression von Aktin unabhängig von einer Bakterieninfektion erfolgt, 

dient es als geeignete Kontrolle zur Überprüfung einer gleichmäßigen Auftragung der Proteine. 

Im Western Blot zeigte sich ein zeitabhängiger Anstieg von MARCKS nach Stimulation für 60, 

120 und 240 Minuten mit M.catarrhalis O35E.  

 

 
Abbildung 3.3: PKC Aktivität in BEAS-2B Zellen nach Infektion mit M. catarrhalis  

BEAS2-B Zellen wurden mit M. catarrhalis Stamm O35E für 60, 120 oder 240 min oder M. catarrhalis 25238 (ATCC)  

für 240min infiziert .Zur Kontrolle erfolgte eine 1 stündige Stimulation der Zellen mit 50ng/ml PMA. Die Zellüberstände 

wurden anschließend im PKC-Aktivitätsassay untersucht. 
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Die untere Abbildung zeigt einen zeitabhängigen Anstieg von phosphoryliertem MARCKS im Western Blot: BEAS-2B 

Zellen wurden für 60, 120 und 240min mit M.catarrhalis [107 cfu/ml] stimuliert. Aktin wurde als Kontrolle für die 

Auftragung gleicher Proteinmengen eingesetzt. („ – “ = keine Infektion mit M. catarrhalis). Die Abbildungen zeigen 

das Ergebnis von 3 unabhängigen Versuchen (M.c.= Moraxella catarrhalis, c= control) 

 

Zusammenfassend konnte bei diesen Versuchen gezeigt werden, dass bei der in vitro Infektion 

mit M. catarrhalis die Protein Kinasen C Aktivität bronchialer Epithelzellen steigt. 
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3.4 Nachweis der M. catarrhalis induzierten Translokation der PKC an die Zellmembran 
pulmonaler Epithelzellen 
 

Anhand des Verfahrens der konfokalen Mikroskopie sollen die Beobachtungen der M. 

catarrhalis induzierten PKC Aktivierung dargestellt werden. Hierbei wird die Translokation der 

PKC an die Zellmembran nach Stimulation mit M. catarrhalis sichtbar gemacht.  

Für diese Versuche wurden die pulmonalen Epithelzelllinien BEAS-2B (Abb. 3.4A) und A549 

(Abb. 3.4B) verwendet. Die Zellen wurden jeweils 4h mit M. catarrhalis inkubiert und 

anschließend die Lokalisation der Gesamt-PKC mittels konfokaler Mikroskopie untersucht. Als 

Positiv-Kontrolle wurde PMA verwendet 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 3.4B: Immunolokalisation der PKC in BEAS-2B Zellen  

Die Färbung der PKC ist grün dargestellt (Alexa Fluor 488). Das Zytoskelett wurde mit Phalloidin A-546 rot angefärbt 

zur besseren Visualisierung der Zellmorphologie. Als Positivkontrolle wurden die Zellen für 1h mit PMA (160 nM) 

inkubiert. Zur Untersuchung der M. catarrhalis induzierten Translokation wurden die Zellen über 4h mit M. catarrhalis 

inkubiert. (PMA = phorbol 12-myristate 13-acetate; M.c. = Moraxella catarrhalis; Merge = PKC- und Aktinfärbung 

übereinander projeziert 
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Abbildung 3.4B: Immunolokalisation der PKC in A549 Zellen 

Die Färbung der PKC ist grün dargestellt (Alexa Fluor 488). Das Zytoskelett wurde mit Phalloidin A-546 rot angefärbt 

zur besseren Visualisierung der Zellmorphologie. Als Positivkontrolle wurden die Zellen für 1h mit PMA (160 nM) 

inkubiert. Zur Untersuchung der M. catarrhalis induzierten Translokation wurden die Zellen über 4h mit M. catarrhalis 

inkubiert. (PMA = phorbol 12-myristate 13-acetate; M. c. = Moraxella catarrhalis; Merge = PKC- und Aktinfärbung 

übereinander projiziert). 

 

Beide Zelllinien weisen eine vergleichbar signifikante M. catarrhalis induzierte Translokation der 

PKC vom Zytosol an die Zellmembran als Zeichen einer erfolgten Aktivierung der PKC auf 

(anhand von Pfeilen markiert). 

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Stimulation mit M. catarrhalis eine Aktivierung der PKC zur 

Folge hat. 
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3.5 Die Rolle der UspA1 und UspA2 Expression bei M. catarrhalis induzierter IL-8 
Sekretion und PKC Aktivierung in Bronchialepithelzellen 
 

Mit dem Ziel genauere Erkenntnisse über die M. catarrhalis induzierte Il-8 Freisetzung und die 

PKC Aktivierung in Bronchialepithelzellen zu erhalten, wurden die Einflüsse der beiden 

M.catarrhalis Oberflächenproteine UspA1 und UspA2 näher untersucht. 

Zur Überprüfung der IL-8 Freisetzung wurden BEAS-2B Zellen entweder mit dem M. catarrhalis 

Wildtyp-Stamm O35E, der UspA1-defizienten Mutante O35E.1 oder der UspA2-defizienten 

Mutante O35E.2 für jeweils 12h infiziert. 

Im Anschluß daran erfolgte mittels ELISA eine Messung der IL-8 Sekretion im Zellüberstand. 

Weiterhin wurde die Bedeutung von UspA1 und UspA2 hinsichtlich der PKC Aktivierung 

untersucht. Hierzu wurden BEAS-2B-Zellen jeweils mit dem M. catarrhalis Wildtyp O35E oder 

einem der beiden Mutanten O35E.1 und O35E.2 stimuliert und anschließend die PKC Aktivität 

im PKC Aktivitätsassay gemessen.  

Um bei diesen Versuchen mögliche Unterschiede in den Wachstumsraten der verwendeten M. 

catarrhalis-Stämme auszuschließen, wurden die jeweiligen Bakteriensuspensionen des 

Wildtypstammes und der beiden Mutantenstämme bei einer initialen OD von 0,01 (bei 450nm) 

in BHI-Lösung bei 37°C geschüttelt. Anschließend erfolgte eine Messung der OD bei 

unterschiedlichem Einsatz von CFU (Daten nicht gezeigt). 

Wie auch von Aebi et al beschrieben (Aebi et al., 1998) ergaben sich keine Unterschiede 

zwischen den Wachstumsraten der einzelnen Stämme.  
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Abbildung 3.5: IL-8 Freisetzung und PKC Aktivität nach Infektion mit UspA1 bzw. UspA2 defizienten 

Mutanten (O35E.1 und O35E.2) von M. catarrhalis  
A) BEAS-2B Zellen wurden jeweils 12h mit dem M. catarrhalis Stamm O35E und den UspA1 defizienten Mutanten 

O35E.1 oder den UspA2 defizienten Mutanten O35E.2 stimuliert und die IL-8 Sekretion im ELISA untersucht.  

B) BEAS-2B Zellen wurden mit dem M. catarrhalis Wildtypstamm O35E und den UspA1-defizienten Mutanten 

O35E.1 oder O35E.2 für 2h stimuliert und anschließend die PKC Aktivität im PKC Aktivitätsassay gemessen. Zur 

Kontrolle diente bei beiden Versuchen eine Inkubation mit 160nM PMA. Die Abbildung ist das Resultat von jeweils 

drei unabhängigen Versuchen. c= nicht infizierte Proben. ∗ = p < 0.05. 

 

Wie aus Abbildung 3.5A ersichtlich, ergab die gemessene IL-8 Sekretion keinen Unterschied 

zwischen einer Induktion durch die Mutante O35E.1 oder dem Wildtyp O35E.  

Im Gegensatz dazu zeigte die Messung einer O35E.2 induzierten IL-8 Freisetzung signifikant 

niedrigere Werte. Dies weist darauf hin, dass eine Interaktion zwischen dem M. catarrhalis 

Protein UspA2 und den Bronchialepithelzellen eine bedeutende Rolle bei der M. catarrhalis 

induzierten IL-8 Sekretion spielt. 

Eine Messung der PKC Aktivität (Abbildung 3.5B) ergab, dass auch die Expression von UspA1 

keinen Einfluss auf die PKC Aktivierung aufweist. Eine Erhöhung der PKC Aktivität durch eine 

Infektion mit der UspA2 depletierten Mutante O35E.2 zeigte jedoch im Gegensatz dazu und 

korrespondierend zu den Ergebnissen des IL-8 ELISAs in Abb. 3.5.A eine Beteiligung des M. 

catarrhalis- Proteins UspA2 an der PKC Aktivierung. 
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In diesen Versuchen konnte gezeigt werden dass die Expression des M. catarrhalis-

spezifischen Oberflächenproteins UspA2, nicht jedoch UspA1 eine wichtige Rolle bei der M. 

catarrhalis induzierten PKC-Aktivierung und IL-8 Freisetzung in pulmonalen Epithelzellen spielt. 

 

3.6 Die M. catarrhalis induzierte IL-8 Sekretion wird durch die PKC Isoforme α, ε und θ 
unterschiedlich reguliert 
 

Wie bereits beschrieben, lässt sich die Familie der PKC in verschiedene Isozyme untergliedern, 

denen jeweils unterschiedliche Eigenschaften zugeschrieben werden konnten (Dempsey et al., 

2000). Zur Untersuchung der Beteiligung der PKC an der M. catarrhalis induzierten IL-8 

Freisetzung wurde nun in weiteren Versuchen ein besonderer Fokus auf die Rolle der einzelnen 

PKC- Isoforme gelegt.  

Zunächst wurde untersucht, welche Bedeutung die PKC für die M.catarrhalis induzierte IL-8 

Sekretion hat. Dafür wurden BEAS-2B Zellen mit dem Pan-PKC Inhibitor Staurosporin oder  

Calphostin C, einem Inhibitor der regulatorischen Domäne klassischer und neuer PKC 

Isoformen für 1h vorinkubiert. Daraufhin erfolgte eine Infektion mit dem M. catarrhalis Stamm 

O35E. Die IL-8 Freisetzung  wurde anschließend mittels ELISA analysiert. 

In weiteren Versuchen haben wir nun die Bedeutung der individuellen PKC Isozyme näher 

untersucht, von denen bekannt ist, dass sie im Lungenepithel expremiert werden. Hierzu 

wurden die vorbereiteten BEAS-2B Zellen mit den verschiedenen PKC Isoform-Inhibitoren 

vorinkubiert und anschließend mit M. catarrhalis infiziert. Folgende PKC Inhibitoren kamen zum 

Einsatz: Die chemischen Inhibitoren Gö 6976, ein Inhibitor der katalytischen Domänen von PKC 

α und β, sowie PKC 20/28, der gegen die katalytische Domäne von PKCα gerichtet ist. 

Außerdem wurde der gegen die regulatorische Domäne von PKC β gerichtete PKC β Inhibitor 

verwendet, welcher beide Formen von PKC β (βI und βII) hemmt. Desweiteren erfolgte der 

Einsatz von Inhibitoren gegen PKC δ (Rottlerin), PKC ε (PKC ε Translocation Inhibitor Peptide), 

PKC θ (PKC θ Pseudosubstratinhibitor, myristoyliert) und PKC ζ (PKC ζ 

Pseudosubstratinhibitor, myristoyliert).  

Nach 16 stündiger Inkubationszeit mit M. catarrhalis wurden die Zellüberstände im ELISA 

quantitativ auf sekretiertes IL-8 untersucht.  
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Abbildung 3.6: Rolle einzelner PKC Isoforme bei der M. catarrhalis induzierten IL-8 Sekretion 

A) BEAS-2B Zellen wurden jeweils vor Infektion mit dem M. catarrhalis Stamm O35E 1h mit den PKC Inhibitoren  

Calphostin (1µM) oder  Staurosporin (50nM) vorinkubiert. 

B) BEAS-2B Zellen wurden jeweils vor Infektion mit dem M. catarrhalis Stamm O35E 1h mit den PKC Inhibitoren 

Gö 6976 (Inhibitor von PKC α und β) und PKC 20/28 (Inhibitor PKC α) sowie den Inhibitoren gegen PKC β, PKC ε, 

PKC θ und PKC ζ vorinkubiert.  

Nach einer Gesamtinkubationszeit von 16h wurden die Zellüberstände im ELISA untersucht (A und B).(∗ = p<0.05.) 

Die Abbildung zeigt das Ergebnis von 3 unabhängigen Versuchen. 

 

Wie in Abbildung 3.6A zu erkennen, führten beide eingesetzten Pan-Inhibitoren, sowohl 

Calphostin C, als auch Staurosporin zu einer Reduktion der IL-8 Freisetzung. Dies deutet 

darauf hin, dass die PKC für die M. catarrhalis induzierte IL-8 Sekretion von wichtiger 

Bedeutung ist. 

Aus Abbildung 3.6B wird außerdem ersichtlich, dass zudem eine spezifische Inhibition von PKC 

α und PKC ε zu einer Reduktion der M. catarrhalis induzierten IL-8 Freisetzung führt. Im 

Gegensatz dazu bewirkte eine Hemmung der PKC θ einen signifikanten Anstieg der IL-8 

Sekretion. 

Die Inhibition der anderen PKC Isoformen zeigten keinen Einfluß auf die IL-8 Freisetzung, wie 

exemplarisch durch PKC β und PKC ζ in Abbildung 3.6B dargestellt. Diese Ergebnisse lassen 

vermuten, dass die M. catarrhalis induzierte IL-8 Sekretion durch die PKC Isoforme differentiell 

reguliert wird. 
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Zusätzlich wurden die chemischen Inhibitoren, welche in diesen Versuchen verwendet wurden, 

daraufhin getestet, ob sie einen Einfluss auf die Zellproliferation zeigen oder zytotoxische 

Aktivitäten aufweisen. Alle Inhibitoren führten in unseren Zellkultursystemen weder zu einer 

Reduktion der Zellanzahl, noch zeigten sie morphologische Anzeichen einer Zytotoxität oder 

einen modifizierenden Einfluß auf das Bakterienwachstum innerhalb des getesteten 

Zeitrahmens. 

 

3.7 Bestätigung des Einflusses von PKC α, PKC ε und PKC θ auf die IL-8 Expression 
mittels SiRNA  
 

In den vorangegangen Versuchen war beobachtet worden, dass insbesondere die PKC α, PKC 

ε und PKC θ eine Rolle bei der M. catarrhalis induzierten IL-8 Freisetzung spielen. Um die 

Beobachtungen mittels eines zweiten unabhängigen Verfahrens bestätigen zu können, sollten 

gezielt die Funktionen der Expression von PKC α, PKC ε und PKC θ in pulmonalen 

Epithelzellen mit der Technik des siRNA vermittelten Gensilencing untersucht werden. SiRNAs 

(small interfering RNAs) sind kurze 21–23nt lange doppelsträngige RNA-Moleküle, welche die 

spezifische Degradierung von mRNA hervorrufen. Dazu bilden sie einen siRNA-Proteinkomplex 

RISC (RNA induced silencing complex) welcher spezifisch mRNA durch Ribonuclease H 

abbaut, oder zumindest die Transkription verhindert. Durch den siRNA-vermittelter Gen-„Knock-

Out“ kann die Funktion des entsprechenden Gens untersucht werden. Da die eingesetzten 

BEAS-2B Zellen während des Gen-knockdown Prozesses erhebliche Einschränkungen in ihrer 

Lebensfähigkeit aufwiesen, wurden in diesen Versuchen mit der Alveolarzelllinie A549 

gearbeitet. Die A549 Zellen hatten sich bereits in anderen Versuchen als effektive Zellen in der 

Anwendung von Gensilencingmethoden erwiesen (Opitz et al., 2006; Slevogt et al., 2007). 

Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse gewähren zu können, wurden die Beobachtungen der 

vorherigen Versuche zusätzlich an A549 Zellen getestet. Die A549 Zellen wurden hierzu mit 

den PKC Inhibitoren Gö 6976, PKC ε, PKC ζ und PKC θ 1h vor Infektion mit M.catarrhalis O35E 

vorinkubiert. Nach einer Gesamtstimulationszeit von 12h wurde die IL-8 Freisetzung im ELISA 

untersucht (Abb. 3.7). 
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Abbildung 3.7: Funktion der Inhibition  einzelner PKC Isoforme für die M. catarrhalis induzierte IL-8 Sekretion 

in A549 Zellen 

A549 Zellen wurden 1h vor einer Infektion mit M. catarrhalis O35E mit den PKC Inhibitoren Gö 6976 (Inhibitor von 

PKC α und β) PKC ε, PKC θ und PKC ζ vorinkubiert. Nach einer Gesamtinkubationszeit von 12h wurden die 

Zellüberstände im ELISA untersucht (∗ = p<0.05). Die Abbildung zeigt das Ergebnis von 3 unabhängigen Versuchen. 

 

 

Wie in Abbildung 3.7 ersichtlich, führte eine Inhibition sowohl von PKC α/β (Gö 6976) als auch 

PKC ε zu einer deutlichen Reduktion der IL-8 Freisetzung in M. catarrhalis infizierten A549 

Zellen. Im Gegensatz dazu bewirkte die Inhibition der PKC θ einen Anstieg der IL-8 Sekretion. 

Der Einsatz des PKC ζ- Inhibitors zeigte im Vergleich zur O35E infizierten Kontrolle keinen 

Effekt. Diese Versuche entsprechen in ihrer Aussage den Ergebnissen der BEAS-2B Zellen, 

wodurch eine Vergleichbarkeit beider Zelllinien in den nachfolgenden Versuchen gegeben ist. 

Um die Nukleofektion der A549 Zellen erfolgreich durchführen zu können testeten wir zunächst 

die eingesetzte siRNA auf ihre Fähigkeit eines effektiven Silencings, d.h. eine verminderte 

Expression der Zielproteine zu erreichen und ermittelten außerdem den Zeitpunkt des 

ausgeprägtesten Silencing Effektes. Dazu wurden A549 Zellen mit siRNA und Kontroll-siRNA 

transfiziert und die Gesamtproteinfraktion nach 24h, 48h, 72h, und 96h extrahiert (Daten nicht 

alle abgebildet). Die Nukleofektion sowohl der PKC α, der PKC ε als auch der PKC θ- 

spezifischen si-RNA bewirkte in allen Fällen eine Reduktion der Proteinexpression der 

entsprechenden PKC Isotypen. Nach 48h konnte ein starkes Silencing der PKC ε und nach 72h 

der PKC α und PKC θ beobachtet werden (Abbildung 3.8 A, B, C). Als Beladungskontrolle 

wurde die Nitrozellulosemembran mit einem Antikörper gegen die konstitutiv expremierte von 
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einer M. catarrhalis Infektion unbeeinflußte Mitogen Activated Protein (MAP)- Kinase, ERK-2 

(Extracellular Regulated Kinase-2), inkubiert. 

Im weiteren Verlauf wurde eine Ausschaltung der PKC α, PKC ε und PKC θ unter Einsatz der 

siRNA Transfektion durchgeführt, anschließend erfolgte eine Infektion der Zellen mit  

M. catarrhalis Stamm O35E. Zur Überprüfung der Zytokinfreisetzung wurden die Zellüberstände 

im ELISA untersucht.  

  

 
 
Abbildung 3.8: Inhibition der Aktivität von PKC α, PKC ε  und PKC θ mittels siRNA 
A549 Zellen wurden mit siRNA gegen PKC α, PKC ε und PKC θ nukleofektiert und für 72h bzw. PKC ε für 48h 

inkubiert (A,B,C) Zum Vergleich wurde die Gesamtproteinfraktion aus nicht-infizierten Zellen im Western Blot 

untersucht, als Kontrolle wurde ERK-2 eingesetzt. Nach 72h ist ein starkes Silencing der PKC α (A) und PKC θ (C), 

nach 48h der PKC ε (B) Expression festzustellen. A549 Zellen wurden mit jeweils mit siRNA gegen PKC α, PKC ε 

und PKC θ nukleofektiert und anschließend mit M. catarrhalis O35E in verschiedenen Konzentrationen (0.1 und 1 

Mio cfu/ml) infiziert (c-siRNA = Kontroll-siRNA. ∗ = p<0.05). Die Abbildung zeigt das Ergebnis von 3 unabhängigen 

Versuchen. 
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Die im ELISA untersuchten Zellüberstände zeigten nach Behandlung mit PKC α und PKC ε  

siRNA eine deutliche Reduktion der IL-8 Freisetzung (D, E) im Vergleich zu den nicht- 

nukleofektierten infizierten Proben. Nach Nukleofektion mit PKC θ siRNA ergaben die ELISA 

Tests der entsprechenden Zellüberstände eine signifikante Erhöhung der IL-8 Sekretion (F). 

Wie in der Abbildung 3.8 erkennbar zeigte die Untersuchung der Zellüberstände im ELISA eine 

Verminderung der O35E induzierten IL-8 Produktion durch den knock-down der PKC α und 

PKC ε. Hierbei stehen die nukleofektierten Zellen auch in direktem Unterschied zur O35E 

infizierten Kontrolle.  

Im Gegensatz zu den soeben beschriebenen Beobachtungen PKC α und ε steht der Effekt 

einer Inaktivierung der PKC θ durch siRNA. Hier zeigte sich als Folge des Gen-Silencing eine 

Erhöhung der M. catarrhalis induzierten IL-8 Antwort.  

Die vorliegenden Ergebnisse bestätigten die vorherigen Beobachtungen, dass die PKC 

Isoformen α, ε und θ unterschiedliche regulatorische Funktionen auf die M. catarrhalis 

induzierte IL-8 Freisetzung ausüben. 

 

3.8 M. catarrhalis aktiviert die PKC Isoformen α, ε und θ in pulmonalen Epithelzellen 
 

Wie bereits beschrieben, stellt die Translokation der Kinasen vom Zytosol zur Zellmembran 

einen guten Indikator für die Aktivierung der PKC und ihrer Isoforme dar (Hippenstiel et al., 

1998; San-Juan-Vergara et al., 2004). In den folgenden Versuchen wurde untersucht, welche 

Auswirkungen eine M. catarrhalis Infektion auf die Aktivierung der PKC Isoformen α, ε und θ 

hat. Dabei wurde die Translokation der einzelnen Isoformen zur Zellmembran mittels Western 

Blot nach fraktionierter Zellyse nachgewiesen. Dafür wurde der membranäre von dem übrigen 

Proteinanteil der Zelle durch eine Membran-Zytosol Fraktionierung aufgetrennt und unter 

Einsatz eines Pan-spezifischen PKC Antikörpers untersucht. Zunächst wurde die Aktivierung 

der Gesamt-PKC durch M. catarrhalis mittels des Nachweises einer Translokation an die 

Zellmembran in Western Blot Verfahren nachgewiesen. Dazu wurden zunächst BEAS-2B Zellen 

in einer Zeitreihe (60, 120, 240min) mit M. catarrhalis O35E infiziert. (Abbildung 3.9A). In 

weiteren Versuchen wurden dann an BEAS-2B Zellen spezifische Antikörper gegen die 

Isoformen PKC α, PKC ε und PKC θ eingesetzt und diese auf eine Translokation in die 

Membran hin untersucht (Abbildung 3.9B-D). 
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Abbildung 3.9: Translokation der Gesamt PKC (Pan PKC) und der einzelnen Isoformen PKC α, ε und θ zur 

Zellmembran nach Infektion mit M. catarrhalis O35E 

Zeitabhängiger Anstieg der PKC in der Membranfrakton und zeitabhängige Abnahme der PKC in der Zytosolfraktion. 

Die BEAS-2B Zellen wurden für 60, 120 und 240min mit M. catarrhalis [107 cfu/ml] stimuliert. 

Die Nitrozellulosemembranen wurden mit einem spezifischen Antikörper gegen die jeweiligen PKC-Isoformen 

entwickelt (3.9 A-D) (cyt= Zytosol; mb= Membran; c= Kontrolle; M.c. = M. catarrhalis). Dargestellt ist je ein 

repräsentativer Blot von drei unabhängigen Untersuchungen. 
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Wie in Abbildung 3.9A erkennbar, fand nach Stimulation der BEAS-2B Zellen mit M. catarrhalis  

eine deutliche PKC Translokation vom Zytosol zur Zellmembran statt, welche durch Einsatz 

spezifischer PKC α, ε und θ Antikörper auch einzeln für die entsprechenden Isoformen gezeigt 

werden konnte.  

In Abbildung 3.9B zeigt sich eine deutliche M. catarrhalis induzierte Translokation der PKC α. 

Auf dem repräsentativen Blot ist in der Membranfraktion eine zeitabhängige Zunahme der PKC 

α, bei gleichzeitiger diskreter Abnahme in der zytosolischen Fraktion zu erkennen.  

Wie in Abbildung 3.9C ersichtlich, zeigt sich nach einer 240 minütigen Stimulation der BEAS-2B 

Zellen mit M. catarrhalis eine deutliche Zunahme der PKC ε in der Membranfraktion. Der Blot 

der Zytosolfraktion zeigt hingegen eine zeitabhängige Abnahme der PKC. Dies weist darauf hin, 

dass die PKC ε nach Stimulation mit M .catarrhalis aktiviert wird und eine Translokation an die 

Membran erfolgt. Bei der PKC θ ist ebenso eine starke Zunahme in der Membranfraktion bei 

gleichzeitiger Abnahme in der Zytosolfraktion nach einer Infektion mit M. catarrhalis zu 

beobachten (Abbildung 3.9D). 

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass eine M. catarrhalis Infektion eine 

Translokation der PKC, bzw. ihrer  Isoformen PKC α, PKC ε und PKC θ zur Zellmembran in 

pulmonalen Epithelzellen bewirkt, welches ein deutliches Zeichen für eine M. catarrhalis 

induzierte Aktivierung dieser Isoformen ist. 

 

3.9 PKC und UspA2 sind an der M. catarrhalis-induzierten NF-κB Aktivierung beteiligt 
 

In vorangegangen Arbeiten war von Slevogt et al. gezeigt worden, dass die M. catarrhalis 

induzierte IL-8 Antwort von einer Aktivierung und Translokation von NF-κB und dessen Bindung 

an den IL-8 Promotor abhängig ist (Slevogt et al., 2006). 

Wie in einigen Studien demonstriert, wird für eine Aktivierung von NF-κB in den verschiedenen 

Zelltypen eine Aktivierung der PKC durch PMA und TNFα benötigt (Lallena et al., 1999). Um 

nun herauszufinden, welche Rolle die PKC bei der M. catarrhalis induzierten NF-κB Aktivierung 

spielt, wurden stabil mit NF-κB transfizierte A549 Zellen (A549 6Btkluc) verwendet. Das NF-κB 

Gen ist dabei an ein Luziferasegen gekoppelt, so dass eine NF-κB Aktivierung zu einer 

entsprechenden messbaren Luziferase-Aktivität führt. Diese Zellen wurden zunächst mit dem 

Pan-PKC Inhibitor Calphostin C vorinkubiert. Anschließend erfolgte eine Infektion der Zellen mit 

M. catarrhalis Stamm O35E. Die Messung der NF-κB Aktivierung wurde mit dem NF-κB 

Luziferase Assay durchgeführt.  

Nach vergleichbarem Versuchsprinzip erfolgte außerdem eine Infektion mit M .catarrhalis 

O35E.2, der UspA2 defizienten Mutante.  
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Abbildung 3.10: Rolle von UspA2 und PKC bei der M. catarrhalis induzierten NF-κB Aktivierung 

A549 6Btkluc- Zellen wurden mit dem M. catarrhalis [107cfu/ml] Stamm O35E und O35E.2, der UspA2 defizienten 

Mutante für 4h infiziert. Die Inkubation des Pan PKC Inhibitor Calphostin C erfolgte bereits 1h vor Infektion. Als 

Positivkontrolle für die NF-κB Aktivierung wurde TNF-α eingesetzt. (c= Kontrolle; „ – “ = kein Einsatz von Calphostin 

C) (∗ = p<0.05). Die Abbildung zeigt die Mittelwerte von 3 unabhängigen Versuchen.  

 

Die Ergebnisse bestätigten, dass eine Infektion mit M.catarrhalis Stamm O35E zu einer 

deutlichen NF-κB Aktivierung in den A549 6Btkluc-Zellen führte. Wie aus Abbildung 3.10 

ersichtlich, führt eine Inhibition mit einem Pan-PKC Inhibitor (Calphostin C) zu einer 

signifikanten Abnahme dieser Moraxella induzierten NF-κB Aktivierung.  

Interessanterweise zeigte sich in den Versuchen, dass Verglichen mit einer Infektion durch den 

Wildtypstamm O35E eine Infektion mit der UspA2 defizienten Mutante eine geringere NF-κB 

Aktivierung zur Folge hatte. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die PKC an der M. 

catarrhalis induzierten IL-8 Aktivierung beteiligt ist. Außerdem zeigen sie, dass das M. 

catarrhalis spezifische Oberflächenmembranprotein UspA2 für die PKC vermittelten Aktivierung 

von NF-κB eine wichtige Rolle spielt. 

 

 

 

 



          ERGEBNISSE 

66 

3.10 In M. catarrhalis infizierten Lungenepithelzellen beeinflussen die PKC Isoforme α, ε 
und θ die IL-8 Expression am IL-8 Promoter 
 

Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB führt zu seiner Translokation vom Zytosol zum 

Zellkern. Dort erfolgt durch Bindung an die NF-κB Bindungsdomäne des IL-8 Promoters der 

Einsatz der Transkription (Wickremasinghe et al., 1999).  

Um die Rolle der einzelnen PKC Isoformen für die M. catarrhalis induzierte Aktivierung am IL-8 

Promoter zu untersuchen, wurde die Technik der Chromatin Immunopräzipitation (ChIP) 

angewandt. Bei dieser Fragestellung wurde geprüft, ob eine M. catarrhalis induzierte NF-κB 

Aktivierung in pulmonalen Epithelzellen zu einer erhöhten Bindung der RNA-Polymerase II (Pol 

II) an den IL-8 Promoter führt. Die Bindung der RNA- Pol II an den IL-8 Promoter stellt einen 

guten Indikator für den Start der Gentranskripton dar (Griffin and Moynagh, 2006).  

In vorangegangenen Versuchen konnte bereits gezeigt werden, dass eine Infektion von BEAS-

2B Zellen mit M. catarrhalis zu einer erhöhten Bindung von Pol II an den IL-8 Promoter führt 

(Slevogt et al., 2006). Diese Beobachtung sollte nun bestätigt und gezeigt werden, dass in M. 

catarrhalis infizierten Zellen ein deutlicher Anstieg der Transkription von IL-8 Genen zu 

verzeichnen ist.  

Zum genaueren Verständnis dieses Prozesses wurde der Fokus auf die Rolle der PKC 

Isoformen PKC α, ε und θ gerichtet. Für diese Versuche wurden konfluente BEAS-2B Zellen 

60min. mit dem spezifischen Inhibitor von PKC α (Gö6976), PKC ε (PKC ε translocation inhibitor 

peptide) oder PKC θ (PKC θ pseudosubstrate inhibitor) vorinkubiert. Anschließend erfolgte eine 

2 stündige Infektion mit M.catarrhalis (107 cfu/ml). Eine Vorinkubation der Zellen mit dem PKC ζ 

Inhibitor zeigte keinen Einfluss auf die M.catarrhalis induzierte IL-8 Freisetzung und wurde 

daher als interne Kontrolle verwendet. 

Zur Detektion der RNA Polymerase II (POL II) am IL-8 Promoter wurde eine Chromatin 

Immunopräzipitation (ChIP) durchgeführt, anschließend erfolgte die Amplifizierung mittels PCR. 
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Abbildung 3.11: Einfluss der Inhibition einzelner PKC Isoforme auf die Bindung der Polymerase II an den IL-8 
Promoter nach Infektion mit M. catarrhalis 

BEAS-2B Zellen wurden 1h mit dem spezifischen Inhibitor von PKC α (Gö6976), PKC ε (PKC ε translocation inhibitor 

peptide), PKC θ (PKC θ pseudosubstrate inhibitor) oder PKC ζ Inhibitor vorinkubiert. Anschließend erfolgte eine 

Infektion mit M. catarrhalis (106 cfu/ml). Nach einer Inkubationszeit von 2h wurden mittels Chromatin 

Immunopräzipitation die DNA Bereiche, an denen die RNA-Polymerase II (Pol II) bindet, aufgereinigt und 

nachfolgend durch PCR amplifiziert. (O35E= M. catarrhalis Stamm O35E; Pol II=RNA-Polymerase II; Input= Gesamt- 

DNA- Menge). Dargestellt ist eine repräsentative Abbildung von drei unabhängigen Untersuchungen. 

 

Die Ergebnisse des Versuches zeigten, dass eine Inhibition der PKC α und PKC ε zu einer 

signifikanten Reduktion der M. catarrhalis gesteuerten Bindung der Pol II an den IL-8 Promoter 

führt (Abb. 3.11). Im Gegensatz dazu steht die Beobachtung der Inhibition von PKC θ. Diese 

bewirkt bei Infektion mit M. catarrhalis eine erhöhte Pol II Bindung an den IL-8 Promoter. Die 

Inhibiton der PKC ζ zeigte im Vergleich zu unbehandelten M. catarrhalis infizierten Zellen 

keinen Einfluss auf das Bindungsverhalten der Pol II.  

Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass PKC α und PKC ε einen stimulierenden 

Einfluss auf die M. catarrhalis gesteuerte Rekrutierung der Pol II an den IL-8 Promoter mit 

nachfolgender IL-8 Transkription aufweisen. Im Gegensatz dazu kann der PKC θ hierbei eine 

Rolle bei der Negativregulation der IL-8 Expression zugeschrieben werden. 
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4. DISKUSSION 

4.1 M. catarrhalis induziert die IL-8 Sekretion in Bronchialepithelzellen 
 
Bei der Pathogenese der COPD und auch dem weiteren Krankheitsverlauf spielt die Infektion 

des Bronchialepithels mit M. catarrhalis eine wichtige Rolle. Neben dem bekannten Einfluss von 

Bakterien wie H. influenzae und S. pneumoniae konnte ebenfalls eine bedeutende Beteiligung 

von M. catarrhalis nachgewiesen werden (Murphy et al., 2005). Mit der Darstellung 

verschiedener Aspekte der molekularen Interaktion zwischen M. catarrhalis und dem 

pulmonalen Epithel tragen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zu einem besseren 

Verständnis demzugrunde liegender Prozesse bei. 

Die Inflammation bei der COPD ist durch vermehrte Infiltration von Neutrophilen, Lymphozyten 

und Makrophagen in den Atemwegen gekennzeichnet (Barnes et al., 2003). Dies wird vor allem 

durch die Stimulation proinflammatorischer und chemotaktischer Zytokine begünstigt. Der 

Mediator IL-8, welcher an der Rekrutierung und Aktivierung polymorphkerniger Granulozyten an 

den Entzündungsort beteiligt ist und zur lokalen Gewebsinflammation führt (Strieter et al., 

2003), ist bei der Immunantwort pulmonaler Epithelzellen von zentraler Bedeutung. (Slevogt et 

al., 2006; Slevogt et al., 2007; Barnes, 2008). 

In dieser Arbeit lag zunächst die Konzentration auf den Einfluss von M. catarrhalis auf die IL-8 

Sekretion in Pulmonalepithelzellen. Hierbei konnte unter Verwendung primärer 

Bronchialepithelzellen, BEAS-2B und A549 Zellen sowohl im Bronchial- als auch im 

Alveolarepithel eine deutliche M. catarrhalis induzierte Erhöhung der Zytokinexpression 

nachgewiesen werden. In vorangegangenen Studien war bereits gezeigt worden, dass M. 

catarrhalis die IL-8 Freisetzung in infizierten Zellen induziert. Weiterhin konnte demonstriert 

werden, dass dies über eine Aktivierung von NF-κB erfolgt (Slevogt et al., 2006). Der 

Transkriptionsfaktor NF-κB spielt durch seine regulatorische Funktion bei der Expression 

proinflammatorischer Gene eine wichtige Rolle bei der bakteriellen Infektionsabwehr (Hayden 

and Ghosh, 2004). 

Neben der Rolle von M. catarrhalis wurde bislang auch der Einfluss anderer bakterieller 

Pathogene auf die IL-8 Freisetzung nachgewiesen. So zeigten Infektionen humaner 

Bronchialepithelzellen mit L.pneumophila ebenfalls einen deutlichen Anstieg der IL-8 Sekretion 

(Schmeck et al., 2007; Teruya et al., 2007), ebenso Infektionen mit S. pneumoniae (N'Guessan 

et al., 2006; Schmeck et al., 2006) oder Cryptococcus neoformans (Guillot et al., 2008). 

Bei der COPD ist nachweislich die Expression und Sekretion von IL-8 signifikant erhöht (Schulz 

et al., 2003). Auch Umweltfaktoren wie  Zigarettenrauchexposition induzieren einen Anstieg der 

IL-8 Sekretion in Bronchialepithelzellen (Mio et al., 1997; Moretto et al., 2009), besonders in 

Kombination mit bakteriellem LPS (Pace et al., 2008). Der Einfluss von Zigarettenrauch 
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begünstigt daher möglicherweise den Effekt der chronischen Atemwegsinflammation, der mit 

einer Progression der COPD assoziiert ist (Kulkarni et al.; Laan et al., 2004).  

In dieser Arbeit konnte bestätigt werden, dass M. catarrhalis an der IL-8 Freisetzung in 

Bronchialepithelzellen und somit der Entzündungsantwort beteiligt ist. Eine bakterielle Infektion 

ist somit ein zusätzlicher Faktor, welcher einen Anstieg von IL-8 bewirkt und somit die 

inflammatorische Komponente der Symptomatik deutlich begünstigt.  

Vor diesem Hintergrund ist ein besseres Verständnis der Mechanismen, welche an der 

epithelialen Freisetzung von IL-8 bei einer Infektion mit M. catarrhalis beteiligt sind, von 

besonderer Relevanz. 

 

4.2 Protein Kinasen C werden bei Infektion mit M. catarrhalis in Bronchialepithel aktiviert. 
 
In dieser Arbeit gezeigt werden, dass bei der M. catarrhalis induzierten IL-8 Produktion des 

Lungenepithels die Aktivierung der Proteinkinase C eine wichtige Rolle spielt. 

Nach einer Infektion von BEAS-2B Zellen mit M. catarrhalis konnte, in Abhängigkeit von der 

Inkubationsdauer,  eine Erhöhung der PKC Aktivität beobachtet werden (Abb. 3.3) 

Die PKC Aktivität wurde zum einen direkt mittels Aktivitätsassay gemessen, zum anderen 

wurde zusätzlich die Zunahme des phosphorylierten PKC Substrats (MARCKS) im Western Blot 

bestimmt. Proteine der MARCKS Familie sind prominente Substrate der PKC, welche in 

zelluläre Signaltransduktionsprozesse zum Zytoskelett involviert sind. Sie sind in verschiedenen 

Zelltypen in hohen Konzentrationen expremiert und stellen einen geeigneten Marker der PKC 

Aktivität dar (Arbuzova et al., 2002; Larsson, 2006). In der Lunge ist MARCKS beispielsweise 

durch Regulation neutrophiler Migration am inflammatorischen Geschehen beteiligt (Eckert et 

al.).  

Um die Beobachtung der PKC Aktivierung nach Infektion mit M. catarrhalis zu präzisieren, 

wurde nach Infektion von A549 und BEAS-2B Zellen die Konfokalmikroskopie angewandt. 

Hiermit konnte eine Translokation der PKC zur Zellmembran direkt dargestellt werden.  

Die Funktion der PKC und ihrer einzelnen Isoformen bei der Abwehr von Pathogenen in der 

Lunge ist bislang nur wenig erforscht. Im Lungengewebe werden, wie bereits erwähnt, alle 

bekannten PKC Isoformen, mit Ausnahme von PKC γ expremiert (Webb et al., 2000). Bislang 

konnte eine Aktivierung der PKC α in Lungenepithelzellen bei viralen Infektionen  nachgewiesen 

werden (San-Juan-Vergara et al., 2004; Ennaciri et al., 2007). Monick et al. zeigten, dass eine 

Infektion mit dem Respiratory Syncytial Virus (RSV) zu einer Aktivierung der PKC Isoformen β, 

δ, ε, ζ und µ in  A549 Zellen führt (Monick et al., 2001). 

Über die PKC Aktivierung im Lungenepithel nach Einfluss von Bakterienbestandteilen liegen 

hingegen bislang kaum Daten vor. Die Stimulation dendritischer Zellen mit LPS, dem 

Bestandteil der Zelllwand gram-negativer Bakterien, zeigte eine Aktivierung der Isoformen α, β 
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und ε, dargestellt durch eine Translokation zur Zellmembran (Aksoy et al., 2002).  Zudem 

konnten Kotny et al. demonstrieren, dass LPS die PKC Isoformen PKC α, β-II, δ und ε in 

humanen Monozyten aktiviert und auf diese Weise die Produktion der proinflammatorischen 

Zytokine TNFα, IL-1β und IL-6 beeinflusst wird (Kontny et al., 1999). Desweiteren konnte eine 

modulatorische Beteiligung von PKC α und PKC β in LPS induzierter Aktivität von Makrophagen 

gezeigt werden, sowie der Einfluss von PKC ε an der LPS vermittelten Aktivierung von NF-kB 

und MAPK (St-Denis et al., 1998; Castrillo et al., 2001; Zhou et al., 2006). Kürzlich 

demonstrierten Varadarova et al. eine erhöhte Aktivität von PKC α und PKC ε in L. pneumophila 

infiziertem Lungenepithel. Darüberhinaus zeigten sie eine Beteiligung von PKC α an der NF-kB 

vermittelten GM-CSF Expression, sowie einen regulatorischen Einfluss von PKC ε auf die GM-

CSF Produktion über das activator protein 1 (AP-1) (Vardarova et al., 2009). 

In dieser Studie konnte nach Infektion von BEAS-2B Zellen mit M. catarrhalis die Aktivierung 

mehrerer PKC Isoformen demonstriert werden (Abb 3.7). So wurde eine Translokation der 

Isoformen PKC α, PKC ε und PKC θ vom Zytosol zur Zellmembran beobachtet. Diese konnte im 

Western Blot, anhand der zeitabhängigen Zunahme der Bandenstärke in der Membranfraktion 

bei gleichzeitiger Abnahme in der zytosolischen Fraktion (Abb 3.9 gut dargestellt werden, was 

einem geeigneten Nachweis einer PKC Aktivierung entspricht (Webb et al., 2000; Aksoy et al., 

2001). 

Die klinisch relevanteste Methode zur Untersuchung der Rolle von PKCs in der Lunge ist die 

direkte Messung der Expression und Aktivität in humanem Lungengewebe. Bislang gibt es 

jedoch kaum Studien, welche diese Methode beschreiben. Zudem handelt es sich hierbei um 

Messungen in Tumorgeweben, deren Aussagekraft sicherlich eingeschränkt zu beurteilen ist 

(Lahn et al., 2004; Bae et al., 2007). Eine weitere mögliche Methode die pulmonale PKC 

Aktivität darzustellen, sind Versuche an isolierten Organpräparaten und Tiermodellen wie 

knockout- und transgenen Mäusen (Dorn et al., 1999; Sun et al., 2000; Leitges et al., 2002). 

4.3 Verschiedene PKC Isoformen beeinflussen die M. catarrhalis induzierte IL-8 Sekretion  
 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde genauer untersucht, welche Aufgabe den einzelnen Isoformen 

der PKC bei der Infektion von Lungenepithelzellen mit M. catarrhalis zugeschrieben werden 

kann. Über die Aufgabe von PKC bei einer Infektion mit M. catarrhalis und ihre konkrete 

Beteiligung an der inflammatorischen Zytokinfreisetzung sind bislang keine Studien bekannt.  

Nach Einsatz chemischer Inhibitoren der PKC Isozyme PKC α und PKC ε zeigte sich in den 

untersuchten BEAS-2B Zellen eine signifikante Abnahme der M. catarrhalis induzierten IL-8 

Sekretion. Die erzielten Ergebnisse deuten darauf hin, dass die PKC Isoformen α und ε einen 

aktivierenden Effekt auf die M. catarrhalis- induzierte IL-8 Produktion aufweisen. PKC θ kommt 

hingegen eine inhibitorische Funktion bei der M. catarrhalis induzierten IL-8 Sekretion zu.  
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In den vorliegenden Versuchen zeigte eine Hemmung des Isozyms PKC θ eine Zunahme der 

IL-8 Freisetzung. Weitere untersuchte PKC Isoforme waren PKC β, PKC δ und PKC ζ, welche 

ebenfalls im Lungenepithel expremiert werden. Sie zeigten jedoch unter gleichen 

Versuchsbedingungen keinen signifikanten Effekt (Daten nicht gezeigt) und wurden daher in 

den Folgeversuchen nicht weiter behandelt.  

Diese Ergebnisse decken sich mit denen von Slager et al., welche ebenfalls keine pathogen 

assoziierte Aktivierung von PKC δ und PKC ζ in BEAS-2B Zellen beobachteten (Slager et al., 

2007).  

Die verwendeten Inhibitoren hemmen die PKC Aktivität entweder durch direkte Zielrichtung auf 

die katalytische bzw. regulatorischen Domäne der Kinasen oder inhibieren direkt die 

Translokation der PKC zum Zielkompartiment in der Zelle (PKCε- TIP). Viele der derzeit 

angewandten PKC Inhibitoren weisen jedoch Schwierigkeiten bei der spezifischen 

Diskriminierung zwischen den einzelnen Isoformen auf. Dies ist möglicherweise darauf 

zurückzuführen, dass die Isoformen strukturell sowie funktionell nur geringfügige Unterschiede 

zeigen und in einem Zelltyp oft mehrere Isoformen parallel expremiert werden, welche zudem 

eine gegenseitige Erhöhung bewirken können (Ways et al., 1995; Romanova et al., 1998). Viele 

der Inhibitoren können daher, sobald bestimmte Konzentrationen überschritten werden, auf 

mehrere Isoformen hemmend einwirken. Eine genaue Validierung der Spezifität einzelner 

Inhibitoren ist dringend erforderlich. So zeigte sich beispielsweise, dass Inhibitoren wie Gö 6976 

(PKC α/ β Inhibitor), welcher seine Wirkung an der katalytischen Domäne entfaltet, ein 

kompetitives Verhalten zu ATP aufweist (Gschwendt et al., 1996). Ebenso verfügt der PKC-δ 

Inhibitor Rottlerin über Einschränkungen in seiner Spezifität (Leitges et al., 2001). 

Die verwendeten Konzentrationen der jeweiligen Inhibitoren lagen bei diesen Versuchen zwar 

im Bereich der vom Hersteller zugesicherten spezifischen Wirkungsweise, dennoch ist es 

notwendig verbleibende Restunsicherheiten auszuschließen.  

Aus diesem Grund wurden die gewonnenen Beobachtungen zusätzlich durch siRNA 

vermitteltes Gensilencing der gewählten Isozyme α, ε, und θ überprüft. Bei diesem Verfahren 

wird durch den Einsatz der siRNA die Translation der entsprechenden Proteine verhindert, 

wodurch die spezifische Zellantwort individueller PKC Isozyme gut dargestellt werden kann 

(Choi et al., 2006; Lahn et al., 2006). 

Bei der Gensilencing Methode wurden A549 Zellen verwendet, da die BEAS-2B Zellen während 

des Knockdown Prozesses eine erhöhte Zelltodrate aufwiesen. 

Aufgrund der Tatsache, dass nach Überprüfung der vorangegangenen Versuche an den A549 

Zellen übereinstimmende Ergebnisse beider Zelllinien erzielt worden waren, kann davon 

ausgegangen werden, dass eine Vergleichbarkeit der Daten von A549 Zellen und BEAS-2B 

Zellen gewährleistet ist.  
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Der Einsatz der siRNA bestätigte die Beobachtungen eines gleichermaßen aktivierenden 

Einflusses der PKC Isoformen α und ε, und einer hemmenden Wirkung von PKC θ auf die IL-8 

Sekretion. Dies entspricht den von Dempsey et al genannten Erkenntnissen, dass einzelne 

PKC Isoforme auch in gleichen Zellen gegensätzliche Effekte aufweisen können (Dempsey et 

al., 2007).  

Interessanterweise gehören die genannten Isoformen unterschiedlichen Gruppen an. Während 

PKC α zur Gruppe der klassischen PKC (cPKC) zugeordnet wird, welche über Calcium und 

Diacylglycerol (DAG) aktiviert werden, zählen PKC ε und θ zu den neuen PKC (nPKC), deren 

Aktivierung unabhängig von Calcium ist, jedoch ebenfalls die Anwesenheit von DAG erfordert.  

Wie bereits erwähnt ist eine gegensätzliche biologische Funktion verschiedener Isoformen 

bereits in anderen Studien beschrieben worden. So wurden beispielsweise PKC α und β mit 

mikrovaskulärer Leckage von Endothelzellen bei inflammatorischer Stimulation in Verbindung 

gebracht (Ferro et al., 2000; Yuan et al., 2000), während PKC δ eine protektive Barrierefunktion 

übernimmt (Klinger et al., 2007; Gaudreault et al., 2008). Von gegensätzlichen Aufgaben der 

PKC α und PKC ε ist bei der Gliomzellmigration und in intestinalen Epithelzellen berichtet 

worden (Besson et al., 2001; Song et al., 2002). Eine weitere Studie zeigte konträre Rollen 

beider Isoformen bei der Regulation der Kollagenexpression im Lungengewebe (Tourkina et al., 

2005). Auch wurde bereits demonstriert, dass innerhalb einer Gruppe sowohl 

entgegengesetzte, als auch parallele Funktionen im gleichen Zellsystem vorliegen können. 

Chen et al. zeigten diesen Effekt an PKC δ und PKC ε in Myokardzellen, wo die Aktivierung von 

PKC δ eine Erhöhung ischämischer Zellschädigung bewirkt, während PKC ε eine 

kardioprotektive Wirkung zeigte. Gleichzeitig führt eine Aktivierung beider Isozyme zu einer 

nicht-pathologischen kardialen Hypertrophie (Chen et al., 2001).  

PKC zeigt demnach nicht ein einzig zellspezifisches Expresssionsprofil, sondern verfügt über 

unterschiedliche Funktionen, welche zudem dem Einfluss von verschiedenen 

Aktivierungsformen unterliegen. 

Die in dieser Arbeit beschriebenen Isoformen sind zwei verschiedenen Gruppen zuzuordnen 

und weisen somit unterschiedliche Aktivierungswege auf. Da auch hier innerhalb einer Gruppe 

gegensätzliche Funktionen vorliegen, wäre die Möglichkeit denkbar, dass nach der Aktivierung 

der einzelnen Isoformen ein bislang unbekannter zusätzlicher Aktivierungsmechanismus der 

Zellen eine Rolle spielt, welcher über unterschiedliche Signaltransduktionswege verlaufen 

könnte. Die Zelle wird so über verschiedene Wege aktiviert, um eine anschließende 

Immunantwort zu generieren.  

Einen weiteren möglichen Erklärungsansatz bietet die Vorstellung, dass in Lungenepithelzellen 

unter normalen, unstimulierten Konditionen die Aktivitäten von PKC α, ε und θ in einem 

bestimmten ausbalancierten Zustand vorliegen. Diese Balance ist jedoch unter pathologischen 

Verhältnissen, wie bei einer Infektion mit M.catarrhalis, verschoben und führt daher zu 
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gegensätzlichen Antworten, wie sich in den vorliegenden Versuchen anhand der IL-8 Antwort 

darstellt. Vertiefende Untersuchungen sowohl in gesundem, als auch in pathogen-stimuliertem 

Lungengewebe wären zur weiteren Klärung dieses Ansatzes notwendig.  

 

4.4 Die Rolle der PKC und ihrer Isoforme für die Regulation zellulärer 
Signaltransduktionswege 
 

In Epithelzellen ist bislang nur wenig über die spezifischen pathogen- induzierten 

Regulationsmechanismen der PKC bekannt. Vor allem die Rolle der einzelnen Isoformen 

hinsichtlich der NF-κB abhängigen proinflammatorischen Zytokintranskription ist nicht 

ausreichend geklärt.  

Bislang konnte demonstriert werden, dass Candida albicans über eine Aktivierung der PKC die 

Cyclooxygenase (COX)-2 Expression in Epithelzellen erhöht (Deva et al., 2003). Des weiteren 

führten auch Infektionen epithelialer Zellen mit Helicobacter Pylori und Staphylococcus aureus 

zu einer PKC-vermittelten COX-2 Expression (Lin et al., 2001; Chang et al., 2004). Von 

N`Guessan et al wurde beobachtet, dass eine Infektion von A549 Zellen mit Legionella 

pneumophila eine COX-2 Expression mit nachfolgender PGE2-Synthese in Abhängigkeit von 

einer PKC α und NF-κB Aktivierung zur Folge hatte (N'Guessan et al., 2007). Eine weitere 

Arbeit konnte bisher zeigen, dass auch andere Pathogene, wie Stäube aus der 

landwirtschaftlichen Tierzucht, die proinflammatorische Zytokinfreisetzung von IL-6 und IL-8 in 

humanen Lungenepithelzellen über einen PKC abhängigen Mechanismus steuern (Slager et al., 

2007). Wang et al. zeigten zuvor, dass die bakteriellen Pili von S. typhi zu einer Aktivierung der 

PKC in monozytischen Zellen führen und über diesen Weg eine erhöhte NF-κB und IL-6 

Produktion bewirken (Wang et al., 2005). 

In der vorliegenden Arbeit konnte nun demonstriert werden, dass eine Infektion von 

Lungenepithelzellen mit M. catarrhalis zu einer Aktivierung der PKC führt, was wiederum über 

eine differentielle Aktivierung  von NF-κB die Transkription und anschließende Freisetzung von 

IL-8 zur Folge hat. Es konnten einzelne PKC Isoforme, welche in diesen Prozess involviert sind 

bestimmt werden. So wurde herausgefunden, dass PKC α, PKC ε und PKC θ durch 

unterschiedliche Regulation der IL-8 Transkription an der M. catarrhalis induzierten IL-8 

Freisetzung beteiligt sind. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass bei der IL-8 Induktion M. 

catarrhalis infizierter Lungenepithelzellen die PKC Isoformen α, ε und θ eine spezifische 

regulatorische Rolle einnehmen. Interessant wäre an diesem Punkt die Rolle der PKC und ihrer 

Isoformen bei einer Infektion des Lungenepithels mit anderen Pathogenen zu vergleichen.  
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4.5 Bedeutung der PKC bei der Regulation proinflammatorischer Genexpression  
 
Im weiteren Verlauf dieser Arbeit lag die Konzentration auf den differentiellen 

Regulationsmechanismen der einzelnen Isoformen PKC α, PKC ε und PKC θ auf die 

proinflammatorische Genexpression . 

Nach genauerer Untersuchung der induzierten IL-8 Freisetzung konnte demonstriert werden, 

dass die drei beschriebenen Isoformen eine bedeutende regulatorische Funktion bei der 

Rekrutierung der RNA Polymerase II an den IL-8 Promoter respiratorischer Zellen einnehmen. 

Die Bindung der RNA Polymerase II an den IL-8 Promoter ist ein bekannter Bestandteil der IL-8 

Transkription, welche zur IL-8 Expression führt (Muegge, 2002; Schmeck et al., 2005).  

Der Einfluss von M. catarrhalis auf die Bindung der Pol II an dem IL-8 Promoter war in einer 

vorangegangen Studie bereits gezeigt worden (Slevogt et al., 2006). Die M.catarrhalis 

induzierte IL-8 Sekretion erfolgte über die Aktivierung der MAP Kinasen p38 und ERK 1/2, 

einen Mechanismus, der auch bereits bei anderen pulmonalen Pathogenen wie H. influenzae 

und S. pneumoniae dargestellt worden war (Shuto et al., 2001; Schmeck et al., 2004; Chin et 

al., 2005). Die M. catarrhalis gesteuerte inflammatorische Genexpression von IL-8 entspricht  

auch der Steuerung der IL-8 Regulation durch C. neoformans und weitere mikrobielle 

Pathogene (Hoffmann et al., 2002; Guillot et al., 2008). 

Bei diesen Versuchen konnte interessanterweise demonstriert werden, dass die Isoformen PKC 

α, PKC ε und PKC θ einen kontrollierenden Einfluss auf die M. catarrhalis gesteuerte IL-8 

Genexpression aufweisen. Bei differenzierter Betrachtung der einzelnen Isoformen ließ sich 

hierbei, entsprechend den vorangegangen Versuchen, eine Divergenz in der Funktion 

beobachten. Während PKC α und PKC ε Mediatoren mit stimulatorischem Effekt darstellten, 

zeigte PKC θ eine hemmende Funktion bei der IL-8 Expression. 

Der Einfluss der Protein Kinasen C auf die Regulation proinflammatorischer Genexpression in 

Lungenepithelzellen ist bereits in einigen Studien beschrieben worden. Eine PKC Aktivierung 

durch das Diacylglycerol- (DAG) Mimetikum Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) zeigte 

einen stimulatorischen Effekt auf die NF-κB Aktivierung und die Induktion von Granulocyte-

macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) in A549 Zellen und humanen 

Bronchialepithelzellen  (Newton et al., 1998; Bergmann et al., 2000). Page et al. konnten 

zeigen, dass PKC δ eine Schlüsselfunktion in der Regulation von NF-κB abhängiger 

Genexpression in pulmonalen Epithelzellen zukommt (Page et al., 2003). 

Ebenfalls konnte kürzlich demonstriert werden, dass neben einer Induktion der Bindung von 

NF-κB an die DNA über den Klassischen IκBα abhängigen Weg, der PKC Aktivator PMA die 

Beteiligung eines  weiteren Signalwegs zur Folge hat. Dieser zusätzliche Weg  führt über die 

neuen PKC Isoforme, vor allem PKC δ und ε,  zur Transkriptionsaktivierung von NF-κB in A549 
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Zellen indem die Proteinkinase D (PKD) aktiviert wird. Diese ist gehört wie die PKC zur 

Proteinkinase Subfamilie der AGC Kinasen  (Holden et al., 2008).  

Ferner konnte in einigen Studien nachgewiesen werden, dass PKC Inhibitoren beeinflussende 

Wirkung auf die TNFα Antwort in Lungenepithelien aufweisen. In humanen 

Bronchialepithelzellen wurden sowohl eine Tabakrauch induzierte, C5a vemitttelte IL-8 

Expression (Wyatt et al., 1999) als auch eine TNFα induzierte intrazelluläre Adhäsionsmolekül-1 

Expression (ICAM-1) (Krunkosky et al., 2000) durch den Pan-PKC Inhibitor Calphostin C 

inhibiert. Eine TNFα induzierte GM-CSF Expression wurde durch den Pan-PKC Inhibitor 

Staurosporin gehemmt (Reibman et al., 2000). Der Einsatz des PKC Aktivators PMA führte in 

pulmonalen Epithelzellen, welche zuvor mit Calphostin C behandelt worden waren, zu einer NF-

κB abhängigen Expression der Atemwegsmuzine MUC5B und MUC5AC (Hewson et al., 2004). 

Diese sind Ausdruck einer Hypersekretion von Becherzellen und submuköser Drüsen, welche 

durch erhöhte Mukusansammlung zu bronchoalverolärer Okklusion führt (Saetta et al., 2000). 

Wie von Catley et al. beschrieben sind PKC ε sowie weitere PKCs bei der NF-κB abhängigen 

Gentranskription bronchialer BEAS-2B Zellen beteiligt (Catley et al., 2004).  

In den genannten Studien konnte zwar nur im Ansatz darstellt werden welche PKC Isozyme bei 

den PMA induzierten Reaktionen eine Rolle spielen, interessanterweise stimmen die 

Beobachtungen jedoch in einem nennenswerten Punkt mit den vorliegenden Daten dieser 

Arbeit überein: So weisen alle Anhaltspunkte zusammengefasst deutlich darauf hin, dass die  

Regulation der PKC induzierten Genexpression im Lungenepithel NF-κB abhängig erfolgt. 

Wenn man berücksichtigt, dass Zhang et al. bereits zeigen konnten, dass bei COPD Patienten 

eine erhöhte Expression von PKC α vorliegt und ebenso die Aktivität von NF-κB signifikant 

erhöht ist (Zhang et al., 2004), bieten diese Beobachtungen neue strategische 

Forschungsansätze zur Entwicklung von Therapiestrategien zur Behandlung der COPD. 

Die Aktivierung des NF-κB vermittelteten Signaltransduktionsweges ist bei der Pathogenese der 

COPD von zentraler Bedeutung. In Bronchialbiopsien von COPD Patienten wiesen Di Stefano 

et al eine deutlich gesteigerte Expression der NF-κB Untereinheit p65 mit vermehrter 

Lokalisation im Zellkern nach (Di Stefano et al., 2002; Di Stefano et al., 2004b). Zusätzlich 

korrelierte diese mit dem Schweregrad der Erkrankung. In weiteren Studien wurde gezeigt, 

dass eine erhöhte Kernlokalisation von NF-κB zu einer gesteigerten Sekretion 

proinflammatorischer Zytokine im Bronchialepithel von COPD Patienten führt und somit den 

weiteren Erkrankungsverlauf entscheidend beeinflusst (Schulz et al., 2003; Di Stefano et al., 

2004a) 

Schon seit einiger Zeit ist bekannt, dass die Familie der PKC eine herausragende Rolle bei der 

Regulation von Inflammation, Zellwachstum und –differenzierung und Apoptose spielt, indem 

sie die Aktivität von Transkriptionsfaktoren wie NF-κB kontrolliert (Dempsey et al., 2000; Page 
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et al., 2003; Griner and Kazanietz, 2007). Der biologische Effekt nach der Aktivierung durch die 

PKC scheint jedoch abhängig von Stimulus bzw. zell- oder gewebsspezifisch zu sein. Daher ist 

es zum einen wichtig, die Rolle einzelner Pathogene oder anderer Stimulatoren, welche zur 

PKC Aktivierung führen in pulmonalen Zellen genauer zu erforschen. Zum anderen ist der 

Erwerb zusätzlicher Kenntnisse über die Signalwege, welche zur NF-κB 

Transkriptionsaktivierung führen, von großer Bedeutung.  

 

4.6 Das M. catarrhalis Oberflächenprotein UspA2 beeinflusst PKC Aktivierung 
 
Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte eine zusätzliche Fokussierung auf die Beteiligung 

verschiedener Oberflächenproteine (OMPs) von M. catarrhalis bei der Aktivierung der PKC.  

Es zeigte sich, dass die Expression des M. catarrhalis spezifischen Oberflächenproteins UspA2 

(outer membrane protein UspA2) die Aktivierung der PKC beeinflusst.  

Das UspA2 Protein gehört zur Familie bakterieller Autotransporter (Henderson et al., 2000) und 

besteht aus relativ kurzen filamentösen Strukturen welche sich an der Oberfläche von M. 

catarrhalis befinden (Hoiczyk et al., 2000; Pearson et al., 2002). UspA2 stellt ein geeignetes Ziel 

biologisch aktiver Antikörper dar (Chen et al., 1999; Attia and Hansen, 2006). Im Gegensatz zu 

UspA1 fungiert es nicht als ein Adhesin sondern ist direkt an der Expression der 

Serumresistenz von M. catarrhalis beteiligt (Attia et al., 2005; Attia et al., 2006). Somit hat das 

UspA2 Protein eine für das Bakterium protektive Funktion, indem es Schutz vor der 

angeborenen Immunantwort des Wirts bietet. 

Nordström et al. konnten zeigen, dass UspA2 durch Bindung an C3, einen bedeutenden Faktor 

des alternativen Wegs des Komplementsystems, die Komplementaktivierung inhibiert 

(Nordstrom et al., 2005). Ebenfalls spielt UspA2 über Bindung von C4BP (C4b-binding protein), 

welche zu einer Hemmung des klassischen Wegs des Komplementsystems führt, eine wichtige 

Rolle bei der Bekämpfung der angeborenen Immunabwehr (Nordstrom et al., 2004). 

Zellen, welche mit der UspA2 defizienten M. catarrhalis Mutante O35E.2 infiziert wurden, 

zeigten im Vergleich zu einer Infektion mit dem Wildtypstamm O35E und der UspA1 defizienten 

Mutante O35E.1 eine verminderte PKC Aktivität. Diese wirkte sich mindernd auf die NF-κB 

abhängige IL-8 Freisetzung aus. 

Die Beobachtungen eines kontrollierenden Einflusses von UspA2 auf die PKC Aktivierung und 

die anschließende IL-8 Freisetzung deuten möglicherweise auf einen neuen 

Virulenzmechanismus von M. catarrhalis in respiratorischen Epithelzellen hin. UspA2 wäre 

somit nicht nur an der Serumresistenz von M. catarrhalis beteiligt sondern würde zusätzlich eine 

aktive Funktion bei der Steuerung einer inflammatorischen Immunantwort übernehmen. 

Manolov et al. haben kürzlich ebenfalls einen möglichen neuen Virulenzmechanismus von M. 

catarrhalis demonstriert,  welcher einen Einfluss des Erregers auf das inflammatorische 
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Geschehen am Infektionsort aufwies. So konnte gezeigt werden, dass sowohl UspA1 als auch 

UspA2 zu einer Bindung und Inaktivierung des Akute Phase Proteins und Protease Inhibitors α-

1 Antichymotrypsin führt (Manolov et al., 2008). Antichymotrypsin verfügt über eine suppressive 

Wirkung auf die Aktivität neutrophiler Granulozyten und ist auf diese Weise an der 

Einschränkung eines weiteren Anstiegs des inflammatorischen Prozesses mit nachfolgendem 

Gewebeschaden beteiligt (Kilpatrick et al., 1991). 

Weitere Forschung innerhalb des Ansatzes, welcher die explizite Beteiligung von UspA2 auf die 

Zytokinfreisetzung über eine Aktivierung der PKC zeigt, zum Beispiel die Identifikation eines 

möglichen Rezeptors, der den PKC abhängigen Signalweg vermittelt wäre sicherlich notwendig 

um genauere Aussagen treffen zu können. Da bei der Entwicklung eines geeigneten Impfstoffes 

gegen M. catarrhalis neben den Lipooligosacchariden (LOS), das UspA2- Protein als möglichen 

Kandidaten gesehen wird (McMichael, 2000a), wären vertiefende Kenntnisse dieses 

Mechanismus von zusätzlichem Interesse.  

 

4.7 Ausblick 
 
Die nachgewiesenen Aktivitätsgrade sowie unterschiedlichen Zusammensetzungen der 

einzelnen PKC Isoformen repräsentieren eine gewebsabhängige Balance zwischen Expression 

und Degradation, welche bei zellulären Stresszuständen, wie akuten oder chronischen 

Entzündungen, oder nach Einfluss von Tabakrauch verändert sein können. Änderungen in der 

Expression von Protein Kinase C Isoformen können zudem die inflammatorische Immunantwort 

bei einer Infektion mit M. catarrhalis beeinflussen.  

Da bislang nur limitierte Informationen über das Verhalten von PKC in humanen 

Lungenepithelien vorliegen, bedarf es weiterer Studien um die Expressionsmuster der PKC 

Isoformen sowohl in gesundem, als auch in pathologischen Lungenepithelzellen zu analysieren.  

Wie bereits beschrieben werden PKCs mit Entzündungen der Atemwege, Bronchokonstriktion 

und Mukusproduktion in Verbindung gebracht und gewinnen somit bei der Pathogenese der 

COPD zunehmend an Bedeutung.  

Eine genauere Untersuchung der Beteiligung individueller PKC Isozyme bei bakteriellen 

Infektionen von Patienten mit COPD ist daher zukünftig von besonderem Interesse. Gleichwohl 

stellt in diesem Zusammenhang eine Vertiefung des Wissens hinsichtlich der 

Wechselwirkungen zwischen M. catarrhalis und den pulmonalen Epithelzellen eine ebenso 

wichtige Aufgabe dar.  

Vor dem Hintergrund der erheblichen Tragweite einer Implementierung aktiver Strategien gegen 

die COPD, bietet ein besseres Verständnis der pathologischen Mechanismen vor allem für die 

Entwicklung einer effektiven Therapie einen wesentlichen Schritt.  
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Beispielsweise könnte durch gezielte Hemmung der einzelnen PKC Isozyme eine differentielle 

antiinflammatorisch wirksame Therapie entwickelt werden, um den chronischen Verlauf der 

durch M. catarrhalis verursachten Komplikationen der COPD positiv zu beeinflussen. An diesem 

Punkt sind weitere Studien, insbesondere in vivo erforderlich. 
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5. ZUSAMMENFASSUNG 

 
Die COPD zählt zu einer der häufigsten Ursachen von Morbidität und Mortalität weltweit, deren 

symptomorientierte Therapie bislang kaum Einfluss auf das Fortschreiten der Erkrankung zeigt. 

Bei der Pathogenese und Progression der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) 

spielt die bakterielle Infektion der Atemwege eine bedeutende Rolle. Moraxella catarrhalis ist 

einer der Haupterreger akuter Exazerbationen der COPD. Von zentraler Bedeutung bei der 

Atemwegsinflammation ist das proinflammatorische Zytokin Interleukin 8 (IL-8).  

M. catarrhalis führt zu einer erhöhten Freisetzung von IL-8 im Lungenepithel und ist an der 

Aufrechterhaltung des inflammatorischen Geschehens beteiligt. 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Protein Kinase C (PKC) bei einer 

Infektion mit M. catarrhalis aktiviert wird und einen regulatorischen Effekt auf die M. catarrhalis 

induzierte IL-8 Freisetzung aufweist. Hierbei zeigte sich zudem ein Einfluss des Moraxella 

catarrhalis spezifischen ubiqitären Oberflächenproteins UspA2. Die M. catarrhalis induzierte IL-

8 Transkription erfolgt über eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB und wird über die 

PKC Isoforme α, ε und θ unterschiedlich reguliert. Die verschiedenen PKC Isoforme zeigten bei 

der Kontrolle der il8 Promoter Aktivität einen gegenläufigen Einfluss auf die Feinsteuerung der 

NF-κB abhängigen IL-8 Genexpression. Während PKC α und ε zu einer signifikanten Erhöhung 

der M. catarrhalis induzierten IL-8 Freisetzung führten, zeigte PKC θ hingegen einen 

inhibitorischen Effekt.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit können dazu beitragen, ein tiefergehendes Verständnis der 

molekularen Mechanismen einer M. catarrhalis Infektion des pulmonalen Epithels zu erlangen. 

An diesem Punkt sind weitere Versuche notwendig, deren Erkenntnisse zur Entwicklung 

antiinflammatorischer Strategien für die Therapie von COPD-Patienten genutzt werden können. 

 

Schlagworte:  

Moraxella catarrhalis, IL-8, COPD, Proteinkinase C Isoformen, Bronchialepithel, UspA2, NF-

kappa B 
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