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1 Einleitung

1.1 COPD/Emphysem

1.1.1 Klinik und Pravalenz

Die COPD (chronic obstructive pulmonary disease) zahlt zu der vierthaufigsten Todes-
ursache weltweit, wobei mit einem Anstieg der Pravalenz, Mortalitdt und Morbiditat in
den folgenden Jahren gerechnet wird [1]. Klinisch imponieren chronischer Husten, ver-
mehrte Sputumproduktion, Dyspnoe sowie ein verlangertes Expirium. Dysfunktion der
Zilien, eingeschrankte Lungenfunktion, Gasaustauschstérungen, pulmonale Hyperten-
sion mit Cor pulmonale sind weitere klinische Kennzeichen der COPD. Die COPD mani-
festiert sich klinisch sowohl extrapulmonal mit Atemwegsobstruktion, Bronchiolitis und
Zerstdrung des Lungenparenchyms mit Verlust von Alveolen [2], als auch extrapulmonal
durch Muskelschwund, Osteoporose und Anamie [3, 4]. Die Diagnose der COPD wird
spirometrisch nach Gabe von Bronchodillatatoren gestellt: Eine FEV1 < 80 % in Kombi-
nation mit FEV1/FVC < 70 % spricht flr eine nicht reversible eingeschrankte Lungen-
funktion [5]. Abhangig von der Auspragung klinischer Symptome erfolgt die therapeuti-
sche Behandlung. So ist eine Meidung von Risikofaktoren wie Rauchen oder beruflicher
Exposition zu Beginn der Erkrankung ohne eingeschréankte Lungenfunktion ausrei-
chend. Im fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung erfolgt eine Pharmakotherapie mit
B-2-Sympathikomimetika, Anticholinergika sowie Glukokortikoiden und Theophyllin [6].

1.1.2 Pathogenese der COPD

Die COPD ist charakterisiert durch eine chronisch fortschreitende Einschrankung der
allgemeinen Lungenfunktion in Verbindung mit unnatlrlichen Entzindungsreaktionen
des Lungengewebes auf inhalierte Noxen (v.a. Zigarettenrauch) [5]. Es konnte eine In-
filtration des Oberflachenepithels in zentralen Atemwegen durch Entziindungszellen [7-
9] wie Makrophagen, T-Lymphozyten (CD8+) und Neutrophile festgestellt werden, wel-
che u.a. Leukotrien B4 [10], Interleukin-8 (IL-8) [11-13], Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-
a) [11, 14] als Mediatoren freisetzen. Weiterhin konnten im Lungengewebe von COPD-
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Patienten vergréBerte Schleimdriisen und vermehrte Bildung von Becherzellen nach-
gewiesen werden. Im Rahmen der chronischen Inflammation entwickelt sich ein Zyklus
aus Verletzung und Reparatur in Bronchiolen und kleinen Bronchien, und somit kommt
es zum strukturellen Umbau der Atemwege mit erh6htem Kollagenanteil und Bildung
von Narbengewebe, was wiederum zur einer Verengung und Elastizitatsminderung der
Atemwege flhrt [15, 16].

1.1.3 Pathophysiologie des Emphysems

Bei ca. 20 % der COPD-Patienten kommt es im Laufe der Erkrankung zu einer Ver-
schlechterung des Gesundheitszustandes durch die Ausbildung eines Emphysems [17].
Die Definition des Lungenemphysems beinhaltet die irreversible Erweiterung distal ter-
minaler Bronchiolen mit begleitender Zerstérung der Alveolarsepten und resultierender
Reduktion der Atemwegsoberflache. Resultat der chronischen Zerstérung der alveola-
ren Wandstruktur ist die Bildung von Emphysemen, welche eine meist irreversible Dila-
tation und Zerstérung der Bronchiolen [18] bedeutet. Das Emphysem ist definiert als
VergréBerung des Luftraums in der Lunge Erwachsener [19]. Am haufigsten entwickelt
sich das Emphysem im Alter zwischen dem 45 und 60. Lebensjahr im Rahmen der
COPD bei Rauchern [20]. Eine anhaltende Hypothese fir die Pathogenese der Emphy-
sementstehung: Ein Ungleichgewicht zwischen Elastase/Antielastase sowie Zigaretten-
rauch fihren zur Invasion von Entzindungszellen in die Atemwege, wo diese wiederum
vermehrt Elastase freisetzen und das Elastase/Antielastase Gleichgewicht weiter beein-

flussen, was zur fortschreitenden Zerstérung von Lungengewebe fiihrt [21].

Die Pathogenese der Emphysementstehung als irreversible Folge der COPD ist bisher
nur unzureichend geklart. Eine seit den 60er Jahren vorherrschende Hypothese stellt
proteolytische Enzyme als Ursache in den Vordergrund [17]: Die proteolytischen Enzy-
me, die in den wandstandigen Makrophagen und Leukozyten der Alveolen reichlich vor-
kommen, werden durch Antiproteasen gehemmt. Eine Imbalance dieses Systems flihrt
zu einer Destruktion von alveolaren Strukturen, insbesondere der extrazellularen Matrix.
Es wird angenommen, dass der durch die chronische Entziindungsreaktion bedingte
Einstrom inflammatorischer Zellen in das Atemwegssystem zu einer UberschieBenden
Protease-Aktivitat fihrt und damit einen groBen Anteil an der Zerstérung der alveolaren
Matrix hat [17, 22]. In Erganzung zu der vorherrschenden Hypothese des Protea-
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se/Antiproteaseungleichgewichts konnte in den letzten Jahren zunehmend beobachtet
werden, dass der Apoptose von pulmonalen Epithelzellen ebenfalls eine wichtige Rolle
fir die Pathogenese der Emphysementstehung zukommt [17, 23]. In mehreren Studien
wurde weiterhin in Lungenbioptaten von Patienten mit Lungenemphysem eine vermehr-
te Apoptoseaktivitat nachgewiesen, die mit dem Auspragungsgrad des Emphysems kor-
relierte [24-28]. Aoshiba et. al [29] konnten im Mausmodell via Apoptoseinduktion
emphysematische Veranderungen hervorrufen und die Bedeutung der Apoptose in der
Emphysementstehung hervorheben. Die anschlieBende schnelle und effektive Entfer-
nung apoptotischer Zellen als zentraler Prozess der Gewebshomeostase wird auch als
Efferozytose bezeichnet [30]. Fur die Entfernung sind phagozytotische Prozesse ver-
antwortlich, die den meisten Zellen des Lungengewebes (Epithelzellen, Endothelzellen,
Fibroblasten) sowie Dendritischen Zellen und Makrophagen eigen sind [31-34]. Der
Prozess der Efferozytose ist entscheidend, da apoptotische Zellen als Ursache fir Au-
toimmunreaktionen gegen kérpereigene Antigene und flr vermehrte Proteasenaktivitat

gelten.

Aktuelle Forschungsergebnisse konnten zeigen, dass S. pneumoniae tber die Fahigkeit
verfigt in pulmonalen Epithelzellen apoptotische Prozesse zu initiieren [35, 36]. Aller-
dings konnte bisher nicht geklart werden, welche Rolle die bakterielle Kolonisierung des

untereren Respirationstraktes bei COPD-Patienten flrr die Apoptoseinduktion spielt.

1.2  Bakterielle Infektionen und ihre Bedeutung in der COPD

Der Verlauf der Erkrankung ist gekennzeichnet durch eine intermittierende Verschlech-
terung der Krankheit der sogenannten Exazerbation. Circa die Halfte der Exazerbatio-
nen wird durch bakterielle Infektionen verursacht [37]. Zu den am haufigsten nachge-
wiesenen Stdmmen gehdéren Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae und
Moraxella catarrhalis (M. catarrhalis) [38], wovon in etwa 10 % eine Infektion mit M. ca-
tarrhalis nachgewiesen werden konnte [1]. Bei einer Besiedelung mit M. catarrhalis be-
tragt die Infektionsdauer durchschnittlich einen Monat, anschlieBend entwickeln alle
Patienten einen stammspezifischen immunologischen Schutz [1]. Weiterhin findet sich
bei 5 bis 32 % der erwachsenen COPD-Patienten eine chronische Besiedelung mit M.
catarrhalis [39-41]. Eine verbreitete Hypothese zur Erklarung der anhaltenden Entzin-

dung sowie Fortschreiten der Erkrankung ist die Annahme eines Circulus vitiosus. Im
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Zentrum dieses Circulus befindet sich die anhaltende Schadigung des Bronchialepithels
durch bakterielle Besiedelung, wodurch es zu einer Stérung der mukozillidren Clearan-
ce kommt und das Fortschreiten der Kolonisation beglnstigt. Parallel fihrt die Entzin-
dungsantwort der Bronchialzellen des Wirtes auf die bakterielle Infektion zu erhdéhter
elastolytischer Aktivitat im Lungengewebe [38].

Ausldsende Faktoren
z.B. Rauchen, Atenwegserkrankungen in der Kincheit

Gestorte
/’ mukozilidare Clearance \
Schédigung des Epithels Bakterielle
/ der Atemwege Kolonisation \

Bakterienprodukte
Progression Entziindliche Reaktion
der COPD (z.B. Zytokine, Enzyme)
\ Stérung des Elastase/ VVermehrte elastolytische /
Antielastase-Gleichgewichts Aktivitét in der Lunge “

V\\ul/

Abb. 1: Darstellung der Circulus vitiosus Hypothese der COPD [38]

1.2.1 Allgemeines zu M.catarrhalis

M. catarrhalis ist ein lange Zeit in seiner Bedeutung verkannter wichtiger Erreger von
Infektionen des oberen und unteren Respirationstraktes. Der gram-negative unbekap-
selte aerobe Diplokokkus tragt seit 1984 den Namen Moraxella catarrhalis. Zuvor war
der Erreger bekannt als Neisseria catarrhalis oder aufgrund seiner Zugehdrigkeit zu der
Gattung der Branhamella unter dem Namen Branhamella catarrhalis gelaufig [42].



Bei Kultivierung auf Blutagar bildet M. catarrhalis runde, weiBliche, nicht hamolysieren-
de Kolonien. Weiterhin fihrt M. catarrhalis zur Nitrat- und Nitritreduktion, ist allerdings
nicht in der Lage Fruktose, Glukose, Laktose, Maltose und Sucrose zu verstoffwechseln
[43]. Eine Reduktionsreaktion von Nitrat und Nitrit wahrend der Synthese von DNAse
und Trybutyrinesterase gilt als sicherer Nachweis flr M. catarrhalis [42].

Bei Kindern ist M. catarrhalis als zweithaufigster Erreger der Otitis media von Bedeu-
tung [44]. Darlber hinaus ist der obere Respirationstrakt von bis zu 80 % aller Kinder
und durchschnittlich ein bis finf Prozent der gesunden Erwachsenen mit M.catarrhalis
besiedelt [45].

Insbesondere Patienten mit einer chronisch obstruktiven Lungenerkrankung sind fir
Infektionen mit M.catarrhalis empféanglich. Bei diesen Patienten kommt es haufig zu ei-
ner pathologischen Besiedelung der unteren, beim Gesunden sterilen, Atemwege, bis
zu 32 % aller COPD Patienten sind mit M.catarrhalis kolonisiert [1]. Dieses hat vermehr-
te M.catarrhalis-induzierte Exazerbationen der COPD zur Folge. Es konnte gezeigt
werden, dass bakterielle Exazerbationen den Progress der COPD verschlechtern [1].
Auch andere Infektionen des Respirationstraktes wie z.B. Bronchitis und Laryngitis kon-
nen durch den ausschlieBlich humanpathogenen Erreger verursacht sein. Somit gehért
M.catarrhalis nach Haemophilus influenzae (H. influenzae) zu den zweithdufigsten
nachgewiesenen pathogenen Erregern der Atemwege [42].

M.catarrhalis ist in der Lage an verschiedene Zelltypen der Atemwege wie bronchialen
Epithelzellen, Epithelzellen der kleinen Atemwege (small airway epithelial cells = SAEC)
und die Typ-2-alveolar Zellen zu adhéarieren und sie zu einem geringen Prozentsatz
auch zu invadieren [46]. In vorrangegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass
eine Infektion dieser Zellen eine proinflammatorische Immunantwort zur Folge hat [47].
Die hierbei induzierte Immunantwort der pulmonalen Epithelzellen ist Gberwiegend Toll-
like-Rezeptor-2 (TLR-2)-abh&ngig und fuhrt nach Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-xB zur Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine und Chemokine, wie dem
Interleukin (IL)8 und dem Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierenden Faktor
(Granulocyte macrophage colony-stimulating factor: GM-CSF) [48].
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1.2.2 Virulenzfaktoren von M.catarrhalis

Da die meisten M.catarrhalis-Infektionen Schleimhaut-assoziiert sind, sind fir die Kolo-
nisierung und Infektion héchstwahrscheinlich Reaktionen zwischen Erreger und respira-
torischem Epithel essentiell [49]. Bakteriell induzierte Entziindungsreaktionen des pul-
monalen Epithels werden durch bestimmte Muster-erkennende Rezeptoren, sog.
pattern recognition receptors (PRRs), zu denen als wichtige Repréasentanten die Grup-
pe der Toll-like Rezeptoren (TLR) gehdrt, ausgeldst, die mikrobiologische Bestandteile
erkennen und darUber eine proinflammatorische Immunantwort einleiten [50, 51].
M.catarrhalis induziert eine TLR-2-abhangige inflammatorische Immunantwort in respi-
ratorischen Epithelzellen [46, 47]. Uber die Erkennung dieser pathogen associated
molecular pattern (PAMPs) hinaus wird die Interaktion zwischen M.catarrhalis und pul-
monalem Epithel von den M.catarrhalis-spezifischen Oberflachenproteinen (OMP = ou-
ter membrane proteins) A bis H, mit einem Molekulargewicht von 21 bis 98 kDa beein-
flusst. In vorrangegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass diese HMW-OMPs
(high molecular weight OMP) auch als UspA1 und 2 (ubiquitous surface protein A) be-
kannt, fUr die Induktionen einer systemischen und humoralen mukosalen Immunantwort
ebenfalls von Bedeutung sind.[52-55]. Fir das Lipooligosaccharid (LOS) mit seinen drei
Serotypen A, B, und C als Hauptbestandteil der auBeren Bakterienmembran konnte
ebenfalls eine wichtige Rolle als Virulenzfaktor von M. catarrhalis nachgewiesen werden
[56]. Das LOS lasst Ahnlichkeiten zu den als Virulenzfaktoren bedeutsamen Lipooligo-
sacchariden von H. influenzae, Neisseria meningitidis und Neisseria gonorrhoeae er-
kennen [57-59].

In Bezug auf die Pathogenese sowie Adhéasion an den Respirationstrakt von M. catarr-
halis gehért die UspA-Familie zu den am intensivsten untersuchten Moraxella OMPs
[60-62]. Die UspA-Proteine befinden sich auf der &uBeren Membran der Bakterien und
erscheinen dort als eine lollipopartige Struktur [60]. UspA1 und UspA2 (GrdRe: 88 kDa
bzw. 62 kDa) sind zu 43 % identisch [62]. Sie sind oligomere Adhesine mit multifunktio-
nellen Bindungsstellen, welche in der Lage sind an Proteine der extrazellularen Matrix,
wie Fibronectin, Laminin und Vitronectin [63-65] anzuknUpfen, und die Aktivierung des
angeborenen Immunsystems mittels Bindung des C4-binding-Proteins und der Neutrali-
sation von C3 zu behindern [66, 67]. Als wichtigster Mechanismus fir die Serumresis-
tenz von M. catarrhalis wird die Inhibition der MAC-Bildung (membrane attack complex)
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durch die UspA2-abhangige Bindung von Vitronectin und daraus resultierender C9-
Polymerisation angesehen [65, 68].

Weiterhin wird eine UspA-abhangige Neutralisation des antiinflammatorischen Protea-
seinhibitors as-Antichymotrypsin [66] als méglicher Einfluss von M. catarrhalis bei einer
Exazerbation der Entziindungsreaktionen bei COPD-Patienten diskutiert [69].

Als ein weiteres Bindungsmolekll des UspA1-Molekils konnte eine humanspezifische
extrazellulare Immunglobulin-V(IgV)-&hnliche N-terminale Doméane des CEACAM-
Proteins (carcinoembryonic antigen—related cell adhesion molecules) nachgewiesen
werden [70, 71]. Innerhalb dieser Familie konnte bisher insbesondere fir das
CEACAMT1 eine besondere Bedeutung nachgewiesen werden [72, 73]. CEACAM1 wird
vermehrt auf Oberflachen verschiedener humaner Gewebe, inklusive respiratorischem
Epithel, exprimiert und reguliert unterschiedliche zellulare Funktionen [73]. CEACAM1
besitzt vier extrazellulare immunglobulindhnliche Domanen, eine transmembrane und
eine zytoplasmatische Domane mit einem immunoreceptor tyrosine-based inhibitory
motif (ITIM) [73]. Von ITIM-enthaltenen Rezeptoren ist bekannt, dass sie zur Regulation
einer angemessenen Aktivitat der Immunzellen durch Initiation, Steuerung und Beenden
der Immunantwort beitragen [74]. Beispielsweise aktiviert die Phosphorylisierung von
CEACAM1-ITIM eine Signalkette, welche in einer Hemmung der T-Zell-Funktion resul-
tiert [75-77]. In in-Vitro-Versuchen konnte durch die Interaktion von CEACAM1 mit dem
UspA1-Protein vom M. catarrhalis eine Hemmung der TLR2-induzierten proinflammato-
rischen Immunantwort beobachtet werden [72]. Durch die Untersuchung dieser Patho-
mechanismen von M. catarrhalis lie3 sich zeigen, welche “Strategien” Erreger nutzen,

um eine Kolonisierung des pulmonalen Epithels zu erméglichen.

Im Rahmen der fortschreitenden Resistenzentwicklung, wie z.B. die seit den 90er Jah-
ren bestehende B-Laktam-Resistenz bei ca. 95 % der M. catarrhalis-Kulturen in den
Industriestaaten [42], fallt der Impfstoffentwicklung gegen M. catarrhalis eine besondere
Bedeutung zu. Bestandteil aktueller Forschungen zur Entwicklung wirksamer Vakzine
sind vor allem Initiatoren der humoralen Immunantwort, wie die OMPs UspA1 und
UspA2 [78, 79].
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1.3 Morphologie und molekulare Mechanismen der Apoptose

1.3.1 Apoptose allgemein

Das Leben vielzelliger Organismen wird bestimmt durch Zellmigration, Zellteilung und
den Zelltod. Der programmierte Zelltod, auch Apoptose genannt, ist keine proinflamma-
torische Immunantwort auslésende Destruktion von Zellen und stellt z.B. einen wichti-
gen Vorgang wahrend der embryonalen Entwicklung dar. Darlber hinaus ist die Apop-
tose ein wichtiger Bestandteil der Gewebshomdbostase sowie der Immuntoleranz in
adulten Organismen [80]. Der Fachbegriff Apoptose wurde erstmals in einer Publikation
von Kerr, Wyllie und Currie [81] erwahnt, und wurde fir die Beschreibung des Phano-
mens der kontrollierten Selbstzerstérung von Zellen in vielzelligen Organismen ver-

wand.

Eine fehlerhafte Regulation der Apoptose kann zu verschiedene Erkrankungen flhren.
So kann z.B. eine Uberexpression von antiapoptotischen Bcl-2-Proteinen die Uberle-
benszeit von Zellen vergréBern und dadurch die Wahrscheinlichkeit fir weitere onkoge-
netische Mutationen erhdhen [80]. So kann diese "Apoptoseresistenz" die Bildung von
Neoplasien und Autoimmundefekten [82] verursachen, wahrend eine UberschieBende
Apoptoserate fir die Pathogenese von neurodegenerativen Erkrankungen, AIDS und
anderen viralen und bakteriellen Erkrankungen von Bedeutung ist [83].

Die Apoptose verlauft tber streng regulierte Prozesse, die durch bestimmte Stimuli,
Uber verschiedene Signaltransduktionswege induziert und vermittelt werden. Die Be-
standteile des apoptotischen Signalnetzwerkes befinden sich bereits in den Zellen und
sind bereit durch entsprechende intra- oder extrazellulare Stimuli aktiviert zu werden
[84, 85]. Zum Verstandnis der Apoptose trugen v.a. genetische Studien an der
Nematode Caenorhabditis elegans (c. elegans) bei. In diesen Studien konnten wichtige
Prozesse und Bestandteile der Apoptoseinduktion charakterisiert und die Ergebnisse
spater auf Saugerzellen Ubertragen werden. Dabei wurde gezeigt, dass der wichtigste
Ausloser far Apoptose wahrend der Entwicklung von C. elegans die Aktivierung der
Cysteinprotease ced-3 darstellt, welche durch Oligomerisation am Aktivator-Protein
ced-4 vermittelt wird. Die Aktivitat des ced-3/ced-4-Komplexes wird wiederum durch den
Apoptoseinhibitor ced-9 und den Apoptoseaktivator egl-1 bestimmt. Weiterflihrende
Studien konnten die Aquivalente dieser C. elegans-Gene identifizieren [86]. Ced-3 stellt
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demnach als Mitglied der Cysteinproteasen die Caspasen (cysteine-dependent
asparate-specific proteases) der Sauger dar, wahrend ced-4 das Pendant zu Apaf-1
(apoptotic protease activating factor 1) ist, welches als Zentrum des Apoptosoms, den
Caspase-aktivierenden Signalkomplex bildet. Egl-1 und ced-9 gehéren zur Familie der
pro- und antiapoptotischen Bcl-2-Proteine [87].

1.3.2 Morphologische Veranderungen

Mittels elektronenmikroskopischer Untersuchungen konnten wahrend der Apoptose
charakteristische morphologische Veranderungen wie Schrumpfen der Zellen,
Chromatinkondensation, Blasenbildung der Plasmamembran (engl. "plasmablebbing")
und letztlich eine Zell-Fragmentierung in sogenannte membranumhillte "apoptotic
bodies" beobachtet werden [88]. Diese werden von Makrophagen phagozytiert und ab-

gebaut ohne eine inflammatorische Reaktion auszulésen.

Chromatinkondensation ) )
Lapoptotic hodies’

o h
-\

Phagozyt

»

Mucleus

JPlasmablebbing”

Abbildung 2: Typische morphologische Charakteristika von in Apoptose befindli-
chen Zellen (modifiziert nach [88])

1.3.3 Caspasen und ihre Funktion der Apoptosevermittiung

Caspasen, Cystein-Asparat-Proteasen, spielen eine zentrale Rolle bei der Apoptosein-

duktion. Die katalytische Aktivitat der Caspasen ist von einem Cysteinrest abhangig, sie

gehdren zur Gruppe der Cysteinproteasen. Caspasen sind Aspartat-spezifisch, d.h. sie

spalten ihre Substrate spezifisch und effizient an der Carboxyseite eines Asparatrestes.

Bei Saugern sind 14 unterschiedliche Caspasen bekannt, wobei die Caspasen-11 und

12 bisher nur in Mausen nachgewiesen wurden [86, 89]. In verschiedenen Gen-Knock-
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out Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Caspasen-3, -9, -8, -2, -6, -7 und -
10 jeweils wichtige Rollen flr die Vermittlung der Apoptosesignalwege inne haben [90].
Caspasen liegen zunachst als intrazellulare inaktive Procaspasen vor. An ihrem N-
terminalen Ende tragen sie eine Prodomane gefolgt von einer groBen und einer kleinen
Untereinheit. Durch proteolytische Aktivitat erfolgt eine Teilung zwischen den beiden
Untereinheiten. Wahrend dieses Aktivierungsprozesses erfolgt meist die Entfernung der
Prodomane. Die aktive Caspase bildet sich daraufhin aus einem Zusammenschluss von
jeweils zwei kleinen und zwei groBBen Untereinheiten zu einem Heterotetramer. Die pro-
apoptotischen Caspasen lassen sich in eine Gruppe von Initiatorcaspasen mit langen
Prodoménen, den Procaspasen-2, -8, -9 und -10, und den Exekutionscaspasen mit kur-
zen Prodoméanen, Procaspasen-3, -6 und -7 unterscheiden. Die Initiatorcaspasen-8 und
-10 besitzen eine DED-Prodoméane (Death Effector Domaine), wahrend die Caspasen-2
und -9 eine CARD-Doméne (Caspase Recruitment Domain) besitzen. Die Apoptose
wird im wesentlichen durch zwei unterschiedliche Signalwege induziert. Dabei werden
als Reaktionen zum einen auf die Bindung von Todesrezeptoren der Zelloberflache (ex-
trinsischer Signalweg) oder zum anderen auf intrazelluldre Signale (intrinsischer Sig-
nalweg), Uber verschiedene der eben beschriebenen Prodomanen die Initiatorcaspasen
zu den DISC (Death Inducing Signalling Complexes) rekrutiert und aktiviert.

1.3.4 Die extrinsischen und intrinsischen Signalwege der Apoptoseinduktion

Extrinsische Apoptoseinduktion: Die extrinsischen Signalwege werden durch die Ak-
tivierung der sog. "Todesrezeptoren" auf der Zelloberflache vermittelt. Die Todesrezep-
toren gehdéren zur Familie der TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor) mit TNFR-1,
Fas/CD95 (Cluster of Differentiation) und den TRAIL-Rezeptoren (TNF-Related
Apoptosis-Inducing Ligand) DR-4 (Death Receptor) und DR-5 [91]. Alle Mitglieder der
TNFR-Familie besitzen eine extrazellulare cysteinreiche Subdomane, die es ihnen er-
moglicht ihre Liganden spezifisch zu binden, was eine Trimerisation und Aktivierung des
Todesrezeptors zur Folge hat [92].

Nach Aktivierung des extrinsischen Apoptosesignalweges durch eine Death-Rezeptor-
Liganden-Interaktion wird die Procaspase-8 Uuber ihre DED zum DISC, als
Membranrezeptorkomplex, rekrutiert [93]. Nach Bindung an den DISC befinden sich die

einzelnen Procaspasen-8 in unmittelbarer Nachbarschaft und kénnen sich nun mittels
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Autoproteolyse gegenseitig aktivieren [89]. Die folgenden Signalwege werden Uber den
zytoplasmatischen Teil des Rezeptors, der DD (Death Domaine), vermittelt. Adaptermo-
lekile wie FADD (Fas-associated Protein with Death Domaine) oder TRADD (TNF
Receptor-associated Protein with Death Domaine) besitzen ihre eigenen DD durch die
sie zu den DD der aktivierten Todesrezeptoren rekrutiert werden und so den DISC bil-
den. Neben der DD besitzt der Adapter FADD eine DED, die mittels homotypischer
DED-DED Interaktion die Procaspase-8 am DISC bindet. Die autolytische Aktivierung
der Procaspase-8-Molekiile am DISC fihrt nun zur Freisetzung der aktiven Caspase-8,
die wiederum weitere der folgenden Effektorcaspasen aktiviert. Zellen mit der Eigen-
schaft diesen direkten hauptséchlich caspasenabhangigen Apoptosesignalweg zu wah-
len, werden auch als Typ | Zellen bezeichnet [94].

Todesrezeptor | [\ /| /

DR3.Fas) \[ |/ |/

(TNFR1.DR5. Fas) |

| = |

o
o
Adapter o
(FADD.TRADD) m
O [ul
o
o
m
o

Procaspase-8

->
-l

- - Aktive Caspase-8

Abb. 3: Extrinsische rezeptorvermittelte Caspasenaktivierung

Der trimerische Todesrezeptor rekrutiert liber seine zytoplasmatischen death domains (DD) Adap-
termolekiile, die neben den DD auch DED besitzen und iiber diese die Procaspase-8 am
Rezeptorkomplex rekrutieren kénnen (DISC). Uber Autoproteolyse wird die Procaspase-8 zur akti-
ven Caspase-8 mit zwei groBen und zwei kleinen Untereinheiten (modifiziert nach [95]).
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Intrinsischer Weg: Neben der Verstarkung und Vermittlung des extrinsischen Weges
spielen die Mitochondrien eine wichtige Rolle in der Vermittlung von Todessignalen aus
dem Inneren der Zelle, wie z.B. DNA-Schaden oder oxidativen Stress. Hauptverantwort-
lich far eine Apoptoseinduktion ist in diesen Fallen eine Stérung des mitochondrialen
inneren transmembrandsen Potentials (Ay), sowie eine plétzliche erhéhte Permeabilitat
der inneren mitochondrialen Membran (Permeability Transition, PT). Infolge von osmo-
tisch bedingten Wassereinstrom in die mitochondriale Matrix kommt es zum Anschwel-
len des Mitochondriums bis hin zum Reif3en der duBeren mitochondrialen Membran und
somit zur Freisetzung proapoptotischer Proteine aus dem intermembrandsen Raum ins
Zytosol [96, 97]. Die freigesetzten Proteine sind neben Cytochrom c, AIF (Apoptosis
Inducing Factor) [98], endonuklease endoG [99], Smac/Diablo [100] und Htr/Omi [101].
Einer PT folgt immer eine Ay, aber einer Ay folgt nicht zwingend eine PT und eine Cy-
tochrom ¢ Freisetzung wurde auch ohne eine Ay beobachtet [96, 102]. Mit Hilfe von
Cytochrom C und dATP bilden sich aus mehreren Apaf-1-Proteinen ein radéhnliches
Heptamer, das Apoptosom. Die Procaspase-9-Molekile kénnen nun am Zentrum die-
ses "Drehkreuzes" binden, sich zu Dimeren formieren und nun die Aktivierung von Ef-

fektorcaspasen initiieren [103].

Im Gegensatz zu den oben genannten Typ | Zellen fihrt bei Typ Il Zellen wiederum das
Signal des aktivierten Rezeptors nicht zu einer ausreichenden Caspasenaktivierung, so
dass es einer Verstarkung dieses Signals Uber die mitochondrienabhangigen Signalwe-
ge bedarf. Das Bindeglied zwischen dem Caspasenweg und dem Mitochondrienweg
wird Uber das Bcl-2-Protein Bid vermittelt. Bid wird von Caspase-8 gespalten und in sei-
ner trunkierten Form (tBID) in das Mitochondrium transloziert, wo es gemeinsam mit
den proapoptotischen Bcl-2-Proteinen Bax und Bak die Freisetzung von Cytochrom c
und anderen proapoptotischen Faktoren ins Zytosol bewirkt [104]. Cytochrom c bindet
nun im Zytosol an das monomerische Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor 1).
Dieses zytoplasmatische Protein enthdlt Mehrfachkopien einer WD-40-Domane, eine
CARD (Caspase Recruitment Domain) und eine ATPase-Domane, Uber diese dann das
Apaf-1 dATP-abhangig zum Apoptosom oligomerisiert. Dieser radférmige Komplex trig-
gert nun die Aktivierung der Procaspase-9 [103], die anschlieBend eine Kaskade der

Effektorcaspasen-3, -7 und -6 initiiert und letztlich zum Zelltod fahrt [105].
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Abb. 4: Mitochondrienvermittelte Caspasenaktivierung am Apoptosom

Ein apoptotischer Stimulus fiihrt zu Freisetzung von Cytochrom C aus dem intermembranésen
Raum des Mitochondriums ins Zytosol. dATP- und Cytochrom C-abhéngig andert Apaf-1 seine
Konformation und schlieBt sich zur heptamerischen radahnlichen Struktur, dem Apoptosom, zu-
sammen. An der "Achse" des Apoptosoms binden Procaspase-9-Molekiile und formieren sich zu
aktiven Caspase-9-Dimeren, die anschlieBend die Effektorcaspasen aktivieren (modifiziert nach
[103]).

1.3.5 Bcl-2-System

Das Onkogen Bcl-2 ist eines der ersten identifizierten als Onkogene bezeichneten
Apoptose-regulierenden Molekile, welche den Zelltod verhindern anstelle einer Férde-
rung der Zellproliferation zu bewirken. Durch die Transfektion von Bcl-2 in B-Zellen, die
sich als Folge der Transfektion resistent gegen eine Apoptoseinduktion mittels IL-3 (In-
terleukin-3) zeigten, konnte erstmals bewiesen werden, dass die Turmorgenese von
humanen Zellen nicht nur von der Fahigkeit der Zellen abhéngt, sich der Proliferations-
kontrolle zu entziehen, sondern auch von der Fahigkeit ihre eigene Apoptoseinduktion
aktiv zu verhindern [106]. Durch den Nachweis weiterer Bcl-2-Homologe konnte eine
Familie von Bcl-2-Proteinen mit wiederkehrenden Sequenzmotiven, den Bcl-2-
Domanen, bestimmt werden. In Saugern konnten bisher 30 verschiedene Bcl-2-
Varianten gefunden werden, von denen einige pro- und andere antiapoptotische Eigen-
schaften besitzen [107]. Neben dem Bcl-2-Protein konnte eine Reihe von antiapoptoti-
schen Proteinen bestimmt werden. Diesen Proteinen gemein sind die Doménen BH1,
BH2, BH3 und BH4. Die proapoptotische Gruppe der Bcl-2-Familie wird wiederum in
zwei Subgruppen unterteilt: den Bax-Proteinen (Bax, Bak und Bok) mit den Doméanen
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BH1, BH2 und BH3 und den BHS3-only Proteinen (Bid, Bim, Bik, Bad, Bmf, Hrk, Noxa,
Puma, Blk, BNIP3 und Spike), die nur ein kurzes BH3-Motiv besitzen [108, 109]. Die
zentrale Funktion der Bcl-2-Proteine liegt am ehesten in der Bewahrung der mitochond-
rialen Stabilitdt und die Kontrolle der Freisetzung mitochondrialer Proteine. So konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass die Cytochrom-c-Freisetzung durch Bcl-2-Proteine

reguliert werden kann [110] [111].

Die proapoptotischen Eigenschaften der Bcl-2-Proteine Bax und Bak konnten im Tier-
versuch anhand von knock-out-Versuchen [112, 113] nachgewiesen werden. Bax liegt
urspringlich als Monomer im Zytosol vor, welches wahrend der Apoptose seine
Konformation andert und sich dabei in die &uBBere Mitochondrienmembran integriert und
dort oligomerisiert [114] um anschlieBend die PT der auBeren Membran zu beeinflussen
[115, 116]. Die antiapoptotischen Bcl-2-Proteine hingegen sind in der Lage die proapop-
totischen Bcl-2-Proteine mittels Bindung an deren BH3-Doméne zu spalten und somit
ihre Aktivierung zu verhindern. Den BH3-only Proteinen fallt eine kontrollierende Funkii-
on fOr die Aktivitat der proapoptotischen Bcl-2-Proteine zu, indem sie eine hohe Bin-
dungsaffinitdt an diese besitzen und sie somit inaktivieren [117]. Zusammenfassend
lassen sich die oben geschilderten Prozesse so darstellen: Spezifische apoptotische
Signale triggern die Aktivierung bestimmter BH3-only Proteine, die wiederum mit antia-
poptotischen Bcl-2-Proteinen an der auBeren Mitochondrienmembran interagieren, was
in einer Freisetzung von proapoptotischen Bcl-2-Proteinen resultiert. Die Bax-ahnlichen
Faktoren unterlaufen einer Konformationsanderung, méglicherweise unterstitzt durch
spezifische BH3-only Proteine, integrieren sich in die duBere Mitochondrienmembran

und bewirken die PT und die Freisetzung proapoptotischer Faktoren [107].
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Abb. 5: Mitochondriale Apoptoseregulation durch Bcl-2-Proteine

Die proapoptotischen Bcl-2-Proteine Bax, Bak, BH3-only werden durch antiapoptotische Bcl-2-
Proteine wie Bcl-2 gehemmt. Nach einem apoptoseauslésenden Stimulus werden BH3-only-
Proteine aktiviert und behindern Bcl-2 bei der Inaktivierung der proapoptotischen Bcl-2-Proteine.
Zusatzlich fiihren sie zu einer Konformationsdnderung der Bax- und Bak-Proteine, die
oligomerisieren und Poren in der Mitochondrienmembran bilden, durch diese kénnen nun pro-

apoptotische Faktoren wie Cytochrom C ins Zytosol freigesetzt werden (modifiziert nach [107]).

1.4 Fragestellung

Anhand des oben Geschilderten stellen wir die Hypothese auf, dass M. catarrhalis
ebenfalls in der Lage sein kénnte Apoptose pulmonaler Epithelzellen zu induzieren und
somit eine Infektion bzw. Kolonisierung mit M. catarrhalis einer Emphysementstehung

Vorschub leistet. Daraus ergaben sich folgende Fragestellungen:

1) FUhrt eine Infektion mit M. catarrhalis zur Apoptoseinduktion von pulmonalen Epithel-

zellen ?

2) Welchen Einfluss hat die Interaktion M. catarrhalis-spezifischer Oberflachenproteine
mit auf den Epithelzellen exprimierten Rezeptoren auf die Apoptoseinduktion ?

3) Welche Apoptose assoziierten Signalwege (mitochondrialer vs. extrinsischer Weg)
werden nach Infektion mit M. catarrhalis in pulmonalen Epithelzellen aktiviert ?
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4) Ist die Apoptoseinduktion pulmonaler Epithelzellen nach Infektion mit M.catarrhalis

auch caspasenunabhangig moglich?

2 Materialien

2.1 Bakterienkultur
2.1.1 Moraxella catarrhalis

Der aus einem Patienten isolierte M. catarrhalis Wildtypstamm OS35E (Serotyp A) [118]
und die UspA1 defiziente Mutante von O35E (O35E.1) konnten uns freundlicherweise
von Eric Hansen (University of Texas Southwestern Medical Center, Dallas, USA) zur
Verfigung gestellt werden. Weiterhin verwendeten wir den UspA1-exprimierenden M.
catarrhalis-Stamm ATCC 25238, den wir Uiber ATCC (ATCC/LGC Standards GmbH We-

sel) bezogen.
2.1.2 Agarplatten und BHI-Medium

Eine zuvor autoklavierte Agarlésung, bestehend aus Brain-Heart-Infusion-Medium (BHI)
(37 g BHI-Pulver auf 1 L dH>O) unter Zusatz von 5 % Schafsblut, wurde als Bakterien-

nahrboden in Petrischalen mit einem Durchmesser von 10 cm gefullt.

2.2 Zelllinien und Zellkultur

Die epitheliale A549-Zelllinie haben wir Uber die American Type Culture Collection
(ATCC/LGC Standards GmbH Wesel) bezogen. Es handelt sich um Zellen eines pulmo-
nalen Adenocarcinoms, welche als Modell fir humane Typ |l Pneumozyten genutzt
werden [119, 120]. Fir die Versuche verwendeten wir die Passagen 10 bis 35. A549-
Zellkulturmedium: 500 ml Ham’s F12 Medium (PAA Laboratories) wurden mit 10 % féta-
lem Kalberserum (FCS), 200 mol/l L-Glutamin und 100 pg/ml Streptomycin versetzt.

Bei der HelLa-Zelllinie handelt es sich um Zellen eines cervikalen Adenocarcinoms, die
wir ebenfalls Uber ATCC bezogen. In der Forschung ist sie die alteste und am haufigs-
ten verwendete Zelllinie [121]. Zur Herstellung stabiler CEACAM1-exprimierender He-
La-Zellen wurde der mit CEACAM1 und cDNA geklonte Expressionsvektor pcDNAI
NEO (Stratagene) in HeLa-Zellen mittels Lipofektion transfiziert. Die stabil transfizierten

Zellen wurden aus einem Zellkulturmedium, welches 1 mg/ml Geneticin enthalt, selek-
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tiert. Mittels Durchflusszytometrie wurde die Expression von CEACAM1 auf der Zell-
oberflache der jeweiligen Klone bestimmt. Ein HeLa-CEACAM1-Klon mit einer mittleren
Fluoreszenzintensitat von 120 FU wurde fir die weiteren Versuche verwendet. Die He-
La-Zellen und HeLa-CEACAM1-Zellen wurden in RPMI 1640 Medium unter Zusatz von
Penicillin, Streptomycin, 10 % hitzebehandelten Kélberserum und 0,6 mg/ml G418 ge-
zlchtet. 12 Stunden vor Beginn der Experimente wuchsen die Zellen in Antibiotika-

freiem Medium.

Die primaren humanen small airway epithelial cells (SAEC) bezogen wir von
Clonetics/Cambrex (Walkersville USA) und kultivierten sie mittels des SAEC BulletKit.
Bei den Zellen handelt es sich um respiratorische Epithelzellen der distalen Atemwege.
Verwendet wurden diese Zellen in Passage drei.

Vor einer Verwendung in den Versuchen lieBen wir alle Zellarten bis zu einem

Konfluenzgrad von ca. 80% wachsen.

Fetales Kalberserum* (FCS) PAA Laboratories, Wien
L-Glutamin Invitrogen Gibco, Karlsruhe
Medium HAM's F12 Invitrogen Gibco, Karlsruhe
RPMI 1640 Medium Sigma Chemical, Steinheim
PBS+/+ (mit Ca®* und Mg?*) Biochrom AG, Berlin

PBS-/- PAA Laboratories, Wien
Penicillin/Streptomycin Life Technologies, Carlsbad USA
Geniticin (G418 Sulfate) Sigma Chemical, Steinheim
Trypsin-EDTA Invitrogen Gibco, Karlsruhe
SAEC BulletKit Clonetics/Cambrex, Walkersville USA
CA-650 Life Technologies, Carlsbad USA
Triton X-100 Sigma Chemical, Steinheim
4-Dichloroisocumarin Sigma Chemical, Steinheim
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Pan-caspase Inhibitor (zZVAD)
Caspase-3 Inhibitor (C3-InhVII)
Caspase-6 Inhibitor (Z-VEID-FMK))
Caspase-8 Inhibitor (Z-IETD-CHO)
Caspase-9 Inhibitor (Z-LEHD-CHO)
TNF-a

Cyclohexamid

Bax-inhibiting Peptide (BIP V5)

Negative control peptide (BIP NC)

*Einsatz nach Erwarmung auf 56 °C fir

Komplementfaktoren

Zellkulturflaschen T75

Petrischalen 10 cm Durchmesser

Well-Platten (mit 6 / 8 / 24 Vertiefungen)

Rdéhrchen (15 ml, 50 ml)

Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

ReaktionsgefaBe (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)

Zentrifuge 48 RC, Rotanta RPC
Zellkultur Inkubator

Sterilbank Laminair HB 2448
Mikroskop BX 60

Laborwaage

UVC 500 UV Crosslinker-Lichtgerat

Calbiochem, Darmstadt
Calbiochem, Darmstadt
Calbiochem, Darmstadt
Calbiochem, Darmstadt
Calbiochem, Darmstadt
Roth

Merck

Merck

Merck

eine Dauer von 45 min zur Inaktivierung der

BD Biosciences Pharmingen
Nunc, Danemark
Nunc, Ddnemark
Falcon

Falcon

Eppendorf

Hettich

Hereaus

Hereaus

Olympus, Hamburg
Sartorius

Hoefer

27



Thermomixer comfort

Spektralphotometer Uvicon UV 860

Systec V-65 (Sterilisator)

Eppendorf
Kontron, Minchen

Heraeus

2.3 Messung der Laktatdehydrogenase (LDH)

Cytotoxicity Detection Kit

Boehringer, Mannheim

2.4 Messung der Caspasenaktivitat

ApoTarget

Fluoro-Max-2

Biosource

ISA

2.5 Messung der Apoptoserate

Cell Death Detection ELISA Plus

2.6 Western Blot
Phosphoproteinwaschpuffer:

NaF Stocklsg. Konz. 50 ml

Na>P>0O; Konz. 70 ml
NaszVO,4 Konz. 5ml

PBS 1x ad 500 ml
NaF

NangOy

Roche

Lyse-Puffer fur Proteinextraktion:

EDTA 0,25 mM m
PMSF 1 mM 10 pl
NP-40 1 % 50 pl

Antipain, Leupeptin, Pepstatin je10 pug/ml

Phosphoproteinwaschpuffer ~ ad 1000 pl

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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NasVO, Merck, Darmstadt
EDTA Merck, Darmstadt

Antipain, Leupeptin, Pepstatin Sigma, Deisenhofen

Lésung fir die Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford:

Bradfordreagenz 2ml Bio-Rad, Miinchen

deO 8 ml

Auftragepuffer nach Lammli:

Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 1,0 ml Roth, Karlsruhe

Glycerol 100 % 0,8 ml Merck, Darmstadt

SDS 10 % 1,6 ml Serva, Heidelberg

Bromphenolblau 1 % 0,4 ml Pharmacia Biotech, Frei-
burg

3-Mercaptoethanol 1% 0,4 ml Sigma, Deisenhofen

Sammelgel: Trenngel:

Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8

SDS 10 % SDS 10 %

Acrylamidlésung (19 : 1) Acrylamidlésung (19 : 1)

dH>0 dH>0

Ammoniumpersulfat 10 % Ammoniumpersulfat 10 %

TEMED 0,05 % TEMED 0,05 %

Die prozentuale Zusammensetzung des Trenngels wurde an das molekulare Gewicht

des Zielproteins angepasst.
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Sodium-Dodecylsulfate (SDS)
Acrylamidlésung

Ammoniumpersulfat

TEMED

Blotting-Puffer (10x):

Tris-Base 159
Glycerol 729
dH>O ad 500 ml

Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Blotting-Puffer (1x):

Antikorperinkubationslésung:

Odyssey Blocking Buffer
PBS (1x)

Tween

Ponceau-S-Proteinfarbung:
Ponceau S
Eisessig

dH-O

Priméare Antikorper:
Procaspase 3

Cleaved Caspase 6

Blotting 10x 80 ml
Methanol 200 ml
dH-O ad 720 ml
50 % Li-Cor, Homburg
50 %
0,1 % Sigma Chemical
19
50 ml Merck, Darmstadt
ad 1000 ml

Upstate Biotechnology

Cell Signaling
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Procaspase 8 Biosciences Pharmingen

Procaspase 9 Santa Cruz Biotechnology, Hamburg
ERK2 Santa Cruz, Hamburg
Bax Upstate Biotechnology
Bcl-2 Upstate Biotechnology
AlF Upstate Biotechnology

Sekundare Antikorper:

Anti-Kaninchen-1gG gekoppelt an IRDye 800  Li-Cor

Anti-Mouse-IgG gekoppelt an Cy5.5

Blotmembran Immobilion-P PVDF-Membran
Blotpapier

Proteinlaufhéhenmarker BOA-Marker

Mini Trans-Blot Electrophoresis Transfer

Odyssey Infrared Imaging System + Software

2.7 Elektronenmikroskop
Glutaraldehyd

Phosphatpuffer

Osmiumtetroxid

PBS

Uranylazetat

Bleizitrat
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Epon 812 (Serva)

EM 906 Transmissionselektronenmikroskop (Zeiss)

3 Methoden

3.1 Bakterienkultur

Auf langere Zeit wurden die M. catarrhalis-Stamme als Glycerinstocks bei -80 °C gela-
gert, wahrend die fir laufenden Versuche benétigten Stdmme bei -20 °C in Gefrierme-
dium zwischengelagert wurden. FUr die Versuche wuchsen die auf BHI-Agarplatten
ausgestrichenen Bakterien Uber Nacht bei 37 °C und 5 % CO.. AnschlieBend wurden
die Bakterienkolonien von den Agarplatten abgeerntet, in BHI-Medium angereichert und
fir zwei bis drei Stunden bis zur mid-log Phase (OD 0,4-0,6) bei 37 °C und 5 % CO.
inkubiert. Sodann wurden die Bakterien durch Zentrifugieren bei 3000 rpm gesammelt,
im antibiotikafreien Zellkulturmedium resuspensiert und konnten nach Bestimmung der
optischen Dichte (OD) bei 405 nm (OD 0,3 =1 x 10° cfu/ml) fiir die Infektion der Epithel-

zellen verwendet werden.

Um sich zu vergewissern, dass die Bakterien im Zellkulturmedium Uberleben, wurde
Uber die Zeit die optische Dichte (OD) der Suspension bei 405 nm gemessen. Es konn-
te eine Zunahme der OD beobachtet werden. Durch Z&hlen der koloniebildenden Ein-
heiten (colony-forming units = cfu) bei verschiedener OD der M. catarrhalis-Suspension
konnte gezeigt werden, dass M.catarrhalis im Zellkulturmedium Uberleben und sich so-

gar vermehren.

3.2 Zellkultur

Die Kultivierung der A549-Zellen fand fir drei bis vier Tage in T75-Zellkulturflaschen
unter Zusatz von 10 ml des entsprechenden Zellkulturmediums bei 37 °C und 5 % CO,
im Brutschrank statt. Bei Konfluenz der Zellen, wurden diese entweder auf sechs- oder
24-Well-Platten gesplittet. Daflir wurden die Zellen einmalig mit PBS-/- gewaschen, mit
2 ml Trypsin-EDTA von der Zellkulturflasche abgelést und in 10 ml Zellkulturmedium
suspensiert. Die Zelllbsung wurde auf die Kulturgeféasse verteilt und die erforderliche

Menge an Zellkulturmedium hinzugefigt.
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3.2.1 Infektion von humanen Zellen

Die Zell-Monolayer wurden eine Nacht vor der Infektion auf antibiotikafreies Zellkultur-
medium umgestellt. Zum Erreichen einer bestimmten MOI (multiplicity of infection) wur-
de zunachst die Zellzahl der in einem Well konfluent gewachsenen Lungenepithelzellen
mittels der Neubauer Zahlkammer bestimmt (Zellen/ml). AuBerdem war bekannt, dass
eine Bakteriensuspension mit einer OD von 0,3 bei 405 nm einer Bakterienanzahl von
1x10° cfu/ml entspricht. Mittels dieser beiden Angaben lieB sich anschlieBend durch
Verdiinnen der Bakterienldsung mit antibiotikafreien Zellkulturmedium die Bakterien-
konzentration erstellen, die bei der Infektion der Monolayer zur entsprechenden MOI
fihren sollte. Fur die Versuche wurden MOI von 0,1, 1 und 10 Bakterien pro Zelle ein-
gesetzt. Die infizierten Zelllayer wurden dann bei 37°C und 5 % CO. fir die erforderli-
che Inkubationszeit gelagert. Als Negativkontrollen dienten Zelllayer, denen zeitgleich
die entsprechende Menge Zellkulturmedium zugeflhrt wurde. Den Zelllayern, die als
Positivkontrollen dienten, wurde zum Zellkulturmedium CFX (Ceftriaxon) und TNF-a in

der bendtigten Konzentration zugegeben.

3.3 Messung der Laktatdehydrogenase

Mit Hilfe des kalorimetrischen Enzymassays ,Cytotoxicity Detection Kit* wurde die Akti-
vitdt der von nekrotischen Zellen in den Zelliberstand freigesetzten
Laktatdehydrogenase (LDH) bestimmt. Das Prinzip der Messung basiert auf der Oxida-
tion von Laktat zu Pyruvat und der Reduktion von NAD* zu NADH/H" durch LDH. In ei-
ne Mikrotiterplatte wurden 100 pl des Zelliberstandes mit 100 pl Assaylésung pipettiert,
worauf die enzymatische Ubertragung der zwei Wasserstoffatome des NADH/H+ auf
das gelbe Tetrazoliumsalz INT(2-(4-lodeophenyl)-3-(4-Nitrophenyl)-5-Phenyltetrazolium-
chlorid) per Diaphorase erfolgte. Bei 490 nm konnte dann die Adsorption des Reakti-
onsproduktes (rotes Formazansalz) gemessen werden. Die LDH-Aktivitdt wurde im
Verhaltnis zur gesamt LDH der Kontrollzellen (behandelt mit 2 % Triton X-100) angege-
ben und mit folgender Formel nach Roché® berechnet:

bestimmter Wert - Negativkontrolle

Zytotoxizitit (%) = x100

Positivkontrolle - Negativkontrolle
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Des Weiteren erfolgte eine morphologische Beurteilung der Zellen mittels Betrachtung

durch das Mikroskop.

3.4 Quantifizierung der Apoptose mittels ELISA

Die Apoptose wurde mit Hilfe eines kalorimetrischen Sandwich ELISAs der Firma
Roché® (Cell-Death-Detection ELISA plus®) gemessen. Mit diesem Assay ist es mdglich
die DNA-Fragmentierung (Endonukleolyse) bei Apoptose nachzuweisen. Die DNA wird
an den frei zuganglichen Inter-Histon-Abschnitten  geschnitten, wodurch
histongebundene Mono- und Oligonukleosomen mit einer Lange von 180 Basenpaaren
entstehen. Die im 24-Well konfluent gewachsenen und stimulierten Zellen wurden bei
200 g far 10 Minuten zentrifugiert und fir 1,5 Stunden mit einem Lyse-Puffer inkubiert.
Um die histongebundenen Mono- und Oligonukleosomen aus dem Uberstand zu ge-
winnen wurde anschlieBend erneut zentrifugiert. 20 pl des Uberstandes mit
Nukleosomen wurden in eine mit Streptavidin beschichteten Mikrotiterplatte gegeben
und mit 2-murinen monoklonalen Antikérper inkubiert. Uber biotinylierte Anti-Histon-
Antikdrper kam es zur Bindung der Histon-DNA-Fragmente an Streptavidin, worauf eine
Markierung mit einem Peroxidase-gekoppelten Anti—-DNA-Antikérper erfolgte. Die
Histon-DNA-Fragmente konnten dann nach Umwandlung des ABTS (2,2°-Azino-di(3-
Ethylbenzthiazolinsulfonat))-Substrates quantitativ bestimmt werden, indem die Adsorp-

tion bei 495 nm gemessen wurde.

3.5 Fluorometrische Caspase -3-, -8-, -6-, -9-Aktivitats-Assays

Mit Hilfe dieser Assays lassen sich die Aktivitdten der Caspasen-3, -6, -8 und -9 be-
stimmen. Fir jede dieser Caspasen gibt es spezifische Enzyme, welche hinter dem
Aspartat-Rest des Substrats in einer bestimmten Peptidsequenz schneiden, woraus

sich die Spezifizitat ergibt.

Damit die Darstellung dieses Vorgangs ermdglicht werden kann, werden die Substrate
an das Fluorochrom 7-amino-4-trifluoromethyl Coumarin (AFC) gekoppelt. Eine Abspal-
tung des flourochromen AFC’s und somit ein Farbumschlag von blau zu grin, erfolgt,
wenn die Probe die gesuchte Caspase enthélt. Bei einer Exzitation von 400 nm und
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einer Emission von 505 nm lassen sich dann die Caspasen mit einem Fluorometer

quantifizieren.

Die Lungenepithelzellen wurden flr diesen Versuch bis zur Bildung eines gleichmagi-
gen Monolayers in einer speziellen schwarzen 96-well-Platte mit durchsichtigem Boden
kultiviert und dann mit den erforderlichen Stimulanzen behandelt. Den Zellen wurde 1 M
Dithiothreitol-Lésung (DTT 1:1000) zugegeben und anschlieBend wurden sie mit 50 pl
des mitgelieferten Assay-Puffers behandelt. Lichtgeschitzt erfolgte die Zugabe von 10
ul des AFC-gekoppelten Substrats und sofort wurde die Grundaktivitdt gemessen.

Nach einer Inkubationszeit von zwei Stunden bei 37 °C wurde durch erneutes Messen
die Endaktivitat bestimmt. Parallel lief eine Pufferkontrolle, so konnte die tatsachliche
Caspasenaktivitat aus der Differenz der Endaktivitat (2 h-Wert) und der Grundaktivitat (0
h-Wert) ermittelt werden, wobei die Aktivitdtsangabe in RFU (Relative Fluorescence
Units) erfolgte.

3.6 Western Blot

Mit der SDS-Gelelekirophorese werden einzelne Proteine, die von Interesse sind, aus
einem Proteingemisch nachgewiesen. Diese Proteine werden zunachst nach dem Mo-
lekulargewicht aufgetrennt, dann auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit

spezifischen Antikdrpern detektiert.
3.6.1 Proteinextraktion

Die in einer 6-Well-Platte konfluent gewachsenen und stimulierten Zellen wurden auf
Eis mit kaltem PBS gewaschen, mit je 60 pl Lysepuffer abgelést und anschlieBend mit
einem Zellschaber abgeschabt. Das so gewonnene Zelllysat wurde dann in Eppendorf-
ReaktionsgefaBen fiir 3 min bei 4 °C und 8000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand kam in
neue Eppendorf-Reaktionsgefal3e, wovon 5 pul zur Proteinbestimmung nach Bradford
verwendet wurden. Der Rest des Uberstands wurde bei -20 °C zur Aufbewahrung ein-

gefroren.
3.6.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Vorausgesetzt, dass keine interferierenden Substanzen vorliegen, ermdglicht das
BioRad Protein-Assay die Quantifizierung von Proteinen. Das Prinzip des Verfahrens
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basiert auf der Verlagerung des Absorptionsmaximums des Farbstoffs Coomassie Bril-
lant Blue®, der durch Bindung basischer und aromatischer Aminosauren sein Absorpti-

onsmaximum von 465 nm auf 595 nm verandert.

Nach einer finfminitigen Inkubationszeit von 5 pul der Proteinlésung in 1000 pl der 1:5
verdinnten Farbstofflésung kam es zum Farbwechsel von grinbraun zu blau. Die Ab-
sorption wurde bei 595 nm in einem Spektralphotometer gemessen, und mit Hilfe einer
zuvor erstellten Albumin-Standardkurve konnte nun die entsprechende Proteinkonzent-

ration bestimmt werden.
3.6.3 Sodium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

An das Polypeptidgerist der Proteine bindet das anionische Detergens SDS (Sodium-
Dodecyl-Sulfat) in einem Massenverhaltnis von 1,4:1. In Folge dessen erhalten die Pro-
teine ihrer Lange entsprechend eine negative AuBBenladung und kénnen nach ihrer je-
weiligen MolekulgréBe im Gel aufgetrennt werden.

Das Gel wurde abhangig von der MolekulgréBe der gesuchten Proteinen hergestellt: far
Caspase-3, -8, -6, -9 10 % und fur Bcl-2, Bax und AIF 12,5 %. Der Vernetzungsgrad des
Gels wird durch das Verhaltnis von Acrylamid zu Bisacrylamid bestimmt und betrug
19:1.

Das Protein wurde zunachst mit p-Mercaptoethanol-haltigen Gelladepuffer in einem
Verhéltnis von 1:1 versetzt und dann fir drei Minuten unter Schatteln auf 95 °C erhitzt,
bevor es auf das SDS-Gel aufgetragen wurde. Nach Abkihlen wurden je 80 pg Protein
separat in je eine Geltasche aufgetragen. Zur GrdéBenbestimmung der Proteine wurde
ein Marker (Amersham Rainbow high) eingesetzt. Die anschlieBende zweistiindige
Elektrophorese lief in BioRad Mini-Gel-Kammern im Laemmli-Puffer-System bei 100 V.

3.6.4 Protein-Blot und Antikdrperexposition

Zur Detektion der getrennten Proteine wurden diese auf eine Membran Ubertragen.
Dieser Transfer nutzt das Streben der negativ geladenen Proteine zur Anode. Nach er-
folgter Elektrophorese wurde das Gel vorsichtig aus der Elektrophoresekammer ent-
nommen und far 15 Minuten im eisgeklhlten Blotting-Puffer aquilibriert. Um stérende
Luftblasen zu beseitigen wurde das Trenngel auf einer puffergetrankten Hybond-
Nitrozellulosemembran (Amersham) mit einem sauberen Reagenzglas ausgerollt. Auf

jede Seite der Trenngel-Membran-Vorrichtung kamen je zwei puffergetrankte Lagen 3M-
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Whatman-Filterpapiere, so dass ein Sandwich gebildet wurde, welches dann in die
Blotvorrichtung (Transblot, Minchen) gemafl Herstellerangaben eingespannt wurde.
Das gesamte System wurde nun zum Proteintransfer in die Blotkammer Gberfihrt und
mit eiskalten Blotpuffer bei 100 V, 4 °C und maximaler Stromstéarke fir eine Stunde
geblottet. Um zu Uberprifen ob der Transfer erfolgreich war, wurde die Membran rever-
sibel mit Ponceau-S gefarbt. Zur Entfarbung wurde die Membran in Aqua bidest gewa-
schen.

Antikdrperexposition:

Zur Absattigung unspezifischer Bindungen wurde die Membran mit Odyssey Licor
Biosciences Block-Puffer® fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur unter Schwenken in-
kubiert. Danach wurde sie fur eine Stunde (bei Raumtemperatur) bzw. Gber Nacht (bei 4
°C) mit einem priméren Antikérper gegen das Zielprotein im frischen Blockpuffer expo-
niert. Nach dreimaligem, jeweils funfminitigem Waschen in Waschpuffer wurde an-
schlieBend bei Raumtemperatur und in Dunkelheit fir 45 Minuten mit einem an
IRDye800 oder an Cy5.5 gekoppelten sekundaren Antikérper inkubiert und anschlie-
Bend dreimal gewaschen, wobei der letzte Waschgang ohne Zusatz von Tween erfolg-
te. Die ermittelte optimale Antikdrperverdiinnung lag flr die primaren Antikérper bei
1:1000 und flr die sekundaren Antikérper bei 1:2000.

3.6.5 Detektion

Die Detektion der an den primaren Antikérper gebundenen sekundaren Antikdrper
(IRDye500, Cy5.5) erfolgte mit dem lasergestitzten Odyssey Infrared Imaging System.
Zur Bearbeitung wurde eine entsprechende Software nach Herstellerangaben genutzt.
So konnten nicht nur die Proteinbanden dargestellt sondern auch ihre Intensitat be-

stimmt werden.

3.7 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die Lungenepithelzellmonolayer wurden fir zwei Tage in einer Lésung aus 2,5 %
Glutaraldehyd und 0,06 mol/L Phosphatpuffer (pH 7,3) fixiert. Die Proben wurden an-
schlieBend fir zwei Stunden mit Osmiumtetroxid (OsQO4) nachfixiert und dreimal mit
PBS gesplilt. Die Dehydration der Zellen erfolgte schrittweise mittels einer Reihe von

unterschiedlichen Alkoholkonzentrationen. In Epon 812 (Serva) erfolgte dann die Ein-
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bettung der Proben. AnschlieBend wurden ultradiinne Schnitte angefertigt, die nach
Anfarbung mit Uranylazetat und Bleizitrat unter einem EM 906 Transmissionselektro-
nenmikroskop (Zeiss) untersucht werden konnten. Diese Untersuchungen erfolgten in

Kollaboration mit Prof. Sebastian Bachmann am Institut fir Anatomie der Charité Berlin.

3.8 Cytochrom C ELISA

Das Cytochrom C ELISA Kit (Calbiochem) diente der quantitative Bestimmung von Zy-
tochrom C (CytC) aus dem Zelllysat der untersuchten Zellen. Das Assay funktioniert
nach dem Prinzip eines Sandwich Enzym Immunoassays. In die mit monoklonalen Anti-
kérpern gegen CytC beschichteten Wells wurden die Proben gegeben wonach das ent-
haltene CytC an diese gebunden wurde. Nach dem Waschen der Wells wurde ein zwei-
ter enzymgekoppelter CytC-spezifischer monoklonaler Antikérper hinzugegeben. Nach
erneutem Waschen und Zugabe einer Substratldsung kam es zu einem Farbumschlag,
der in seiner Intensitat proportional zum gebundenen CytC stand.

3.9 Statistische Auswertung und Software

Die Ergebnisse wurden als Einwegvarianzanalyse fir unverbundene Stichproben statis-
tisch ausgewertet. Zur Prifung der Differenzen unter den Proben diente der Newman-
Keuls-Test und die Signifikanz wurde mit p < 0,05 angenommen. Die verwendete Soft-
ware, Prism 4.0 (GraphPad Software, San Diego, USA), wurde auBerdem auch fir die
meisten Abbildungen und die Berechnung der Mittelwerte sowie deren Standardabwei-

chungen (£ SD) herangezogen.

3.10 Subzellulare Fraktionierung

Zur subzellularen Fraktionierung wurde ein Kit von Enzo Life Sciences
(Mitochondria/Cytosol fractionation Kit) nach Vorgaben des Herstellers eingesetzt. Die
subzellulare Fraktionierung dient der Auftrennung apoptotischer und nicht-apoptotischer
Sauger-Zellen in eine mitochondriale und eine zytosolische Fraktion. Die Isolation er-
folgt durch wiederholte Zentrifugation und Homogenisation mittels
Homogenisationspuffer (DTT, Proteaseinhibitoren). Produkte des Verfahrens sind eine
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stark angereicherte mitochondriale Fraktion sowie eine zytosolische Fraktion. Anschlie-
Bend kénnen die einzelnen Fraktionen im Westernblotverfahren aufgetrennt werden
und so Aufschluss Uber aktivierte Signalwege der Apoptose liefern.

4 Ergebnisse

Im Fokus dieser Arbeit steht, ob M. catarrhalis in der Lage ist Apoptose in pulmonalen
Epithelzellen zu induzieren, und welche Faktoren zur Apoptoseinduktion durch M. ca-
tarrhalis beitragen. Insbesondere soll geprift werden, welchen Einfluss die Moraxella
spezifischen Oberflachenproteine wie UspA1 und der auf humanen pulmonalen Epithel-
zellen exprimierte und M. catarrhalis UspA1 bindende Rezeptor CEACAM1 auf die
Apoptoseinduktion besitzen und welche apoptotischen Signalkaskaden aktiviert werden.
Zunachst stand die bendtigte Bakterienkonzentration und Inkubationsdauer zur Indukiti-
on der Apoptose im Vordergrund der Experimente. Darauf aufbauend interessierte, wel-
che Caspasen aktiviert werden, ob eine caspasenunabhangige Apoptoseinduktion statt-
findet und ob mitochondriale Signalkaskaden involviert sind. Es folgten weiterhin
Versuche, in denen die Rolle des bakteriellen Oberflachenproteins UspA1 flir die Apop-
toseinduktion sowie dessen Interaktion mit CEACAM1 untersucht wurden.

4.1 Apoptoseinduktion durch M. catarrhalis in humanen alveolaren Epithel-

zellen

Um die Auswirkung einer Infektion des Lungenepithels durch M.catarrhalis zu untersu-
chen, haben wir SAE- und A549-Zellen mit dem M.catarrhalis-Stamm OS35E in unter-
schiedlicher Dosierung und Zeitdauer infiziert. Mittels TEM (Transmissionselektronen-
mikroskopie)  konnten darauf die charakteristischen  Veranderungen der
Zellmorphologie, die bei Apoptose auftreten, bei beiden Zelllinien beobachtet werden.
So zeigten die infizierten A549-Zellen in Abbildung 6 (Abb. 6), im Gegensatz zu den
Negativkontrollen, die fir die Apoptose typische Morphologie wie Kondensation des
Chromatins und Margination des Zellkerns (Abb. 6b). Sowohl bei den SAE- als auch in
den A549-Zellen konnten, wie in Abb. 6¢c und 6e gezeigt, Phdnomene wie nukleare
Fragmentierung, Zellschrumpfung und -blebbing beobachtet werden. In Abb. 6e ist so-
gar zu erkennen, dass intrazellulare Organellen wie das ER sich I6sen und beginnen

mit der Zellmembran zu verschmelzen, um Vakuolen zu bilden. Dies steht im deutlichen
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Gegensatz zum Erscheinungsbild unbehandelter Zellen wie in Abb. 6 a und d mit un-
veranderten Zellkernen und gleichmaBig verteilten Chromatin sowie intakten Zellorga-
nellen. Diese Beobachtungen lassen uns auf eine durch M.catarrhalis induzierte Apop-

tose in pulmonalen Epithelzellen schlieBen.

G _ 05 um
A549 (Kontrolle)

SAEC (Kontrolle) 'SAE

C Mc.(MOI)8h _ SAEC M.c. (MOI1) 12h

Abb.6: Apoptose in pulmonalen Epithelzellen induziert durch M.catarrhalis

Die Transmissions-elektronenmikroskopische Aufnahme zeigt M. catarrhalis-induzierte Apop-
tose in A549- (B und C) und Small Airway Epithelial Cells (SAEC) (E und F). In beiden Zelltypen
sind acht Stunden nach M. catarrhalis-Exposition Zellschrumpfung, Chromatinkondensation im
Nukleus und zelluldre sowie nukleédre Fragmentationen sichtbar (B, C und E). F zeigt 12 h nach
Infektion mit M. catarrhalis die komplette Fragmentation der apoptotischen SAEC in kompakte
apoptotische Kérperchen (engl. apoptotic body). Nichtinfizierte Zellen (Kontrollen) sind in den
Bildern A (A549) und D (SAEC) zu sehen. AB, apoptotic body; M, Mitochondrium; N, Nukleus;

M.c., M. catarrhalis
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4.2 Apoptoseinduktion in pulmonalen Epithelzellen durch M. catarrhalis und
deren Abhangigkeit von der UspA1-Expression

Um die Apoptoseinduktion in pulmonalen Epithelzellen durch M. catarrhalis zu untersu-
chen, wurden SAE- und A549-Zellen mit dem M. catarrhalis-Stamm O35E fir unter-
schiedliche Dauer und mit verschiedenen MOIs infiziert. Und zwar in Konzentrationen
von 0,1, 1 und 10 MOI fir jeweils 4, 8 und 24 h. Verglichen wurde mit einer nicht infizier-
ten Negativkontrolle und einer mit TNF-a und Cyclohexamid behandelten Positivkontrol-
le. (Abb. 7 a). Wie in vorangegangenen Arbeiten gezeigt werden konnte, fihrt die Zuga-
be von TNF-a und Cyclohexamid in allen Zellen von Saugern mit Nukleus zur
Apoptoseinduktion [35, 85], weshalb wir diese Stimulanzien als Positivkontrolle verwen-
deten. Die Apoptoserate konnte Uber die Messung der DNS-Fragmentation mit dem Cell
Death Detection ELISA Plus von Roché quantitativ bestimmt werden. In Abb. 7 a und b
sieht man, dass es nach einer Inkubationszeit von 8 h mit O35E in beiden Zellarten zu
einer erhéhten DNS-Fragmentation kommt. Das Signal der durch M. catarrhalis ausge-
|I6sten Apoptose war in der Messung ahnlich hoch wie das Maximalsignal der Positiv-

kontrolle.

Bei der anschlieBenden vergleichenden Untersuchung des M. catarrhalis-Stamm O35E
und dem UspA1-exprimierenden Stamm ATCC 25238 [62, 122], konnten, wie in Abb.7
zu sehen, bezlglich der Apoptoseinduktion sowohl bei den primaren SAE-Zellen als
auch beiden A549-Zellen keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Abb. 7 ¢
zeigt, dass beim Einsatz der UspA1-defizienten Mutante O35E.1 nach 8 h Infektionszeit
eine signifikant geringere DNS-Fragmentation als bei einer Infektion mit dem Wild-
stamm O35E nachgewiesen werden konnte. Aus dieser Beobachtung schlossen wir,
dass das Oberflachenprotein UspA1 eine wichtige Rolle bei der durch M.catarrhalis in-
duzierten Apoptose in pulmonalen Epithelzellen spielt. Um die Induktion einer Zellnek-
rose auszuschlieBen, wurden die Uberstinde der infizierten Zellen auf erhdhte Laktat-
dehydrogenasewerte (LDH-Werte) untersucht und mit denen der nicht infizierten Zellen
verglichen. Wie in Abb. 8 zu sehen, ist kein signifikanter Unterschied zwischen infizier-

ten und nicht infizierten Zellen gemessen worden.
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Abb.7: Zeit- und dosisabhangig induzierte Apoptose durch M. catarrhalis und
Auswirkung der M. catarrhalis UspA1-Expression

A549-Zellen (A) und SAEC (B) wurden fiir unterschiedliche Zeitdauer mit dem M. catarrhalis-
Stamm O35E infiziert oder mit Tumor Nekrose Faktor(TNF)-a (10 g/mL) plus Cyclohexamid
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(CHX; 5 pg/mL) inkubiert. Dargestellt ist die DNS-Fragmentation nach verschiedenen Inkubati-
onszeiten in infizierten Zellen verglichen mit nicht infizierten Zellen (Leerwert). In B betragt die
MOI 1 und die Inkubationszeit 8 h. C, A549-Zellen wurden mit dem UspA1-exprimierenden M.
catarrhalis Referenzstamm ATCC 25238 (ATCC) [62], dem Stamm O35E (O35E), dem UspA1i-
defizienten Stamm O35E.1 (O35E.1) (jeweils MOI = 1) oder mit TNF-a (10 g/mL) plus CHX (5
Hg/mL) fiir 8 h inkubiert. Gemessen wurde die DNS-Fragmentation, wiedergegeben als Vielfa-
ches des Leerwertes. Die Abbildungen zeigen den Mittelwert der Ergebnisse aus drei verschie-

denen Versuchen. *P < 0,05 verglichen mit O35E.
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Abb.8: Messung der LDH im Uberstand aus mit M. catarrhalis infizierten A549-
Zellen

A549-Zellen wurden fiir unterschiedliche Zeitdauer mit dem M. catarrhalis-Stamm O35E verschie-
dener MOls infiziert oder mit Tumor Nekrose Faktor(TNF)-a (10 g/mL) plus Cyclohexamid (CHX; 5

pg/mL) inkubiert. Gemessen wurde die LDH Konzentration im Uberstand, wiedergegeben als ein
Vielfaches des Leerwertes. *P < 0,05 verglichen mit O35E.
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4.3 CEACAM1-Abhéagigkeit fur die durch M. catarrhalis Induzierte Apoptose

Wie schon in anderen Studien gezeigt wurde [70], fungiert CEACAM1 im respiratori-
schen Epithel als pattern recognation rezeptor flr das M. catarrhalis-Protein UspA1. Um
nun die Bedeutung fir die durch M. catarrhalis induzierte Apoptose in pulmonalen Epi-
thelzellen zu erforschen, untersuchten wir zunachst mittels Immunoblot die CEACAM1-
Expression aller in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien. Es konnte dabei eine signifikan-
te Expression von CEACAM1 in den epithelialen Zelllinien A549, SAEC und den stabil
mit CEACAM1-transfizierten und somit -exprimierenden HelLa-Zellen (HeLa-CC1) beo-
bachtet werden. Als Negativkontrollen wurden nichttransfizierte HeLa-Zellen verwendet
(Abb. 9a).

Nun war die Bedeutung der Interaktion zwischen CEACAM1 und UspA1 flr die Apopto-
seinduktion durch M. catarrhalis in pulmonalen Epithelzellen von groBem Interesse und
Gegenstand weiterer Versuche. Hierzu wurden A549-Zellen mit dem CEACAM1-
spezifischen Antikdrper YTH.71.3 vorbehandelt, der die N-Domane und damit die
UspA1-Bindungsstelle des CEACAM1-Rezeptors blockiert [123] und anschlieBend mit
verschiedenen MOI des M. catarrhalis Stammes OS35E fir 8 Stunden inkubiert. Wie in
Abb. 9b dargestellt, wiesen in der Auswertung jene mit YTH.71.3 vorbehandelten Zellen
eine weitaus geringere DNS-Fragmentation auf als die unbehandelten infizierten und
die mit einem unspezifischen Antikérper (c-AB) vorinkubierten Kontrollzellen.

Um die wichtige Rolle, die CEACAM1 bei der Apoptoseinduktion durch M. catarrhalis in
pulmonalen Epithelzellen zu spielen scheint, zu festigen, verglichen wir die Apoptosera-
te von HelLa- und stabil mit CEACAM1 transfizierte HelLa-Zellen (HeLa-CC1-Zellen)
nach achtstiindiger Infektion mit den M. catarrhalis-Stammen O35E und O35E.1. Wie in
Abb. 9c zu sehen, war die Apoptoserate nach Infektion mit O35E bei den transfizierten
HelLa-CC1-Zellen signifikant hdher als bei den normalen HelLa-Zellen. Des Weiteren
war die DNS-Fragmentation bei den mit O35E.1 infizierten HeLa-CC1-Zellen signifikant
niedriger als bei den mit dem Wildstamm infizierten HeLa-CC1-Zellen.

Die Ergebnisse dieser Versuche lassen den Schluss zu, dass die Interaktion von
CEACAM1 und UspA1 einen groBen Einfluss auf die durch M. catarrhalis induzierte
Apoptose in Epithelzellen besitzt.
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Abb. 9: CEACAM1-Expression in A549-Zellen und SAEC. Die Expression ist es-
sentiell fur die M. catarrhalis-spezifische UspA1-vermittelte Apoptose.

A, Expression von CEACAM1 in verschiedenen Lungenepithelzellen verglichen im Westernblot
mit CEACAM1-transfizierten HeLa-Zellen (HeLa-CC1). B, DNS-Fragmentation nach 8 h Inkubation
von A549-Zellen mit M. catarrhalis-Stamm O35E (MOI 1) alleine oder nach vorheriger Inkubation
mit CEACAM1-bindenden Antikérper YTH.71.3. Als Kontrolle diente ein unspezifischer Maus-
Antikérper (c-AB). C, DNS-Fragmentation in HeLa- und HeLa-CC1-Zellen nach 8 h Inkubation mit
steigenden MOIs (0.1, 1, 10) des M.catarrhalis-Stammes O35E, des UspA1-defizienten Stammes
O35E.1 oder mit Tumornekrosefaktor (TNF)-a (10 ng/mL) und Cyclohexamid (CHX) (5 pg/mL). Ge-
messen wurde die DNS-Fragmentation, wiedergegeben als Vielfaches des Leerwertes. * P < 0,05,

verglichen mit dem Leerwert oder dem Wildtyp-Stamm O35E.
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4.4 Abhangigkeit der M. catarrhalis-Adhéasion an Epithelzellen von der Inter-
aktion zwischen UspA1 und CEACAM1

Zur weiteren Untersuchung der Adhasionseigenschaften von M. catarrhalis in Abhan-
gigkeit des CEACAM1-Proteins wurden die CEACAM1-exprimierenden Zellen A549 und
HeLa-CC1 verwendet. Wie in Abb. 10 a zu sehen, konnte dabei beobachtet werden,
dass der M. catarrhalis-Stamm O35E sowohl an A549 als auch an HeLa-CC1 eine hé-
here Adhasionsrate vorwies als an den HelLa-Kontroll-Zellen [61, 70]. Unsere Ergebnis-
se wiesen darauf hin, dass CEACAM1 zwar nicht essentiell fiir die Adhasion von M. ca-
tarrhalis zu sein scheint aber diese in hohem MaB3e férdert.

Nach Infektion der CEACAM1-eprimierenden HelLa-CC1- sowie der nichttransfizierten
HelLa-Zellen, einmal mit dem Wildstamm O35E und ein weiteres Mal mit der UspA1-
defizienten Mutante O35E.1, wurde die Adhasion der Bakterien an den Zellen gemes-
sen. Bei beiden Zelllinien fiel die Adhasionsrate nach Inkubation mit O35E.1 weitaus
geringer aus als nach der Infektion mit O35E, wie in Abb. 10 b zu erkennen. Da bisher
M. catarrhalis Apoptose nur in CEACAM1-exprimierenden Hela-Zellen induzierte,
scheint dieser Vorgang von der Interaktion zwischen UspA1 und CEACAM1 abhé&ngig

ZU sein.
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Abb. 10: Bedeutung der UspA1-Expression durch M. catarrhalis und der Expres-
sion von CEACAM1 durch epitheliale Zellen fiir die Zelladhasion von M. catarrha-
lis.

A, Adhéasion von M. catarrhalis (MOI 1, Inkubationszeit 8 h) an Monolayern der humanen epithelia-
len Zelllinien A549, HeLa und HelLa-CC1. B, Quantifizierung der Adhédsion des Wildtypstammes
O35E und des UspA1-defizienten Mutanten O35E.1 an epitheliale HeLa- und HeLa-CC1-Zellen. Die

Ergebnisse ergeben sich aus dem Mittelwert von drei unabhangigen Experimenten. *P < 0,05

(einfaktorielle Varianzanalyse) verglichen mit O35E.

4.5 Apoptoseinduktion durch Caspasenaktivierung

Im nachsten Schritt sollte untersucht werden welche Signaltransduktionswege flr die
Apoptoseinduktion durch M. catarrhalis in pulmonalen Epithelzellen eine Rolle spielen
und welche Caspasen dabei aktiviert werden. Zur genaueren Untersuchung wurden zu
80 % konfluente Zelllayer mit dem Pancaspaseninhibitor zZVAD Uber eine Zeitdauer von
30 Minuten inkubiert und anschlieBend mit M. catarrhalis bei einer MOI von 1 Uber ei-
nen Zeitraum von 8 Stunden infiziert. Die Vorbehandlung mit zVAD fUhrte im Vergleich
zu nicht vorinkubierten Zellen zu einer signifikanten Abnahme der DNS-Fragmentation,
wie in Abb. 11 dargestellt, und legte somit nahe, dass die durch M. catarrhalis induzierte
Apoptose caspasenabhangig verlauft. Durch Einsatz der Inhibitoren C3-InhVII (spezifi-
scher Inhibitor fir Caspase 3), Z-VEID-FMK (spezifischer Inhibitor fiir Caspase 9) und
Z-LEHD-CHO (spezifischer Inhibitor fir Caspase 8), konnte eine signifikante Abnahme
der M. catarrhalis-induzierten Apoptose durch Inhibition der Caspasen 3, 6 und 9 ge-

zeigt werden (Abb. 11). Eine Hemmung der Caspase 8 durch Verwendung des Inhibi-
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tors Z-IETD-CHO flhrte zu keiner signifikanten Veranderung der Apoptoserate in den

infizierten Zellen.
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Abb. 11: Caspasenabhangigkeit der durch M. catarrhalis induzierten Apoptose.

A549-Zellen wurden mit Pancaspaseninhibitor zVAD, Caspase-3-Inhibitor C3-InhVIl, Caspase-6-
Inhibitor Z-VEID-FMK, Caspase-9-Inhibitor Z-LEHD-CHO oder mit Caspase-8-Inhibitor Z-IETD-CHO
fiir 30 min inkubiert, bevor sie mit dem M. catarrhalis-Stamm O35E bei einer MOI von 1 fiir 8 h infi-
ziert wurden. AnschlieBend wurde die DNS-Fragmentation gemessen. *P<0,05 (einfaktorielle Va-
rianzanalyse) verglichen mit der nicht-inhibierten Kontrolle. Die Werte sind das Ergebnis des Mit-

telwertes aus drei unabhangigen Versuchen.

Um die Ergebnisse dieser Versuche zu verifizieren, haben wir bei mit M. catarrhalis infi-
zierten A549-Zellen die Aktivitdten der Caspasen 3, 6, 8 und 9 mittels des Caspasen-
Aktivitats-Assays bestimmt. Zusatzlich konnten im Westernblot der Zellextrakte der infi-
zierten Zellen eine Aktivierung der Spaltung der Procaspasen 3 und 9, sowie eine er-
hdhte Caspase 6-Aktivitat gezeigt werden. Ein Nachweis flir eine erhéhte Procaspase
8-Aktivitat konnte erwartungsgeman nicht erbracht werden. In den gleichzeitig mit TNF-
a und Cyclohexamid stimulierten A549-Zellen konnte ebenfalls eine erhéhte Spaltung

der Procaspase 3 verzeichnet werden (Abb.12 und 13).

Zusammenfassend lassen diese Ergebnisse den Schluss zu, dass M. catarrhalis indu-
zierte Apoptose von der Aktivierung der Caspasen 3, 6 und 9 und nicht der Caspase 8

abhangig ist. Das deutet darauf hin, dass die Infektion von pulmonalen Epithelzellen mit
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M. catarrhalis Uberwiegend die von Caspase 8 unabhangige Apoptoseinduktion Uber

den mitochondrialen Weg hervorruft, und somit nur die Caspasen 3, 6 und 9 aktiviert

werden.
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Abb.12: Ansteigende Aktivitat der Caspasen 3 und 6 in apoptotischen Zellen nach
Infektion mit M. catarrhalis.

Die A549 Zellen wurden mit dem Stamm O35E bei einer MOI von 1 fiir 4 h inkubiert. Die Procaspa-
sen 3 (A) und 6 (B) wurden im Westernblot nachgewiesen. Die spezifische Caspasenaktivitiat der
Caspasen 3 (A) und 6 (B) wurde mit Hilfe eines Aktivitatsassays gemessen. Die abgebildeten Blots
sind reprasentativ fiir drei Versuche mit dhnlichem Ergebnis. *P<0,05 (einfaktorielle Varianzanaly-
se) verglichen mit dem Leerwert. ERK, extrazellulédre signalregulierte Kinase.
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Abb.13: Ansteigende Aktivitat der Caspase 9 nicht aber der Caspase 8 in apopto-
tischen Zellen nach Infektion mit M. catarrhalis

Die A549 Zellen wurden mit dem Stamm O35E bei einer MOI von 1 fiir 4 h inkubiert. Die Procaspa-
sen 8 (A) und 9 (B) wurden im Westernblot nachgewiesen. Die spezifische Caspasenaktivitit der
Caspasen 8 (A) und 9 (B) wurde mit Hilfe eines Aktivitatsassays gemessen. Die abgebildeten Blots
sind reprasentativ fiir drei Versuche mit dhnlichem Ergebnis. *P<0,05 (einfaktorielle Varianzanaly-
se) verglichen mit dem Leerwert. ERK, extrazellular regulierte Kinase.

4.6 Mitochondrienabhangige Apoptose

Die in den mit M. catarrhalis infizierten pulmonalen Epithelzellen beobachtete Aktivie-
rung der Caspasen 3, 6 und 9 lasst auf einen Zusammenhang mit der Aktivierung von
mitochondrialen Faktoren schlieBen [124-126]. Diesbezlglich untersuchten wir die Ex-
pression von antiapoptotischen Bcl-2-Protein und proapoptotischen Bax-Protein in mit
M. catarrhalis infizierten A549-Zellen. Wie wir im Westernblot in Abb. 14 a zeigen konn-
ten, sank die Bcl-2-Expression mit Zunahme der Infektionszeit. Um die Lokalisation von
Bax in den A549-Zellen zu ermitteln, bedienten wir uns eines subzelluldren Fraktionie-
rungs-Essays, mit dessen Hilfe wir Bax sowohl in der zytosolischen Fraktion als auch in
der mitochondrialen nachweisen konnten. Nach einer Inkubationszeit von 8 Stunden mit
M. catarrhalis konnten wir eine Zunahme der mitochondrialen Bax-Menge feststellen
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wie in Abb. 14 b gezeigt. Dies spricht fir eine Beteiligung von Bax und ist damit ein wei-
terer Anhaltspunkt fir die Beteiligung des intrinsischen Weges an der M. catarrhalis in-
duzierten Apoptose in pulmonalen Epithelzellen. Nach Vorinkubation der Zellen mit dem
Bax-inhibierenden Peptid (BIP V5) [127] zeigte sich eine signifikante Verringerung der
Apoptoserate, dargestellt in Abb. 14 c. Dies bestatigt, dass die durch M. catarrhalis in-
duzierte Apoptose abhangig von der Aktivierung von Bax verlauft und somit vor allem
den mitochondrialen Weg der Apoptose verwendet. Wie in Abb. 14 d dargestellt, konn-
ten wir im ELISA eine Zunahme der cytosolischen Cytochrom-C-Konzentration nach-
weisen, was ebenfalls flr eine Beteiligung des Uber die Mitochondrien vermittelten in-
trinsischen Weges der M. catarrhalis induzierten Apoptose spricht. Im Zusammenhang
mit der Aktivierung des mitochondrialen Wegs der Apoptose stellte sich die Frage nach
einem weiteren Weg unabhéngig von einer Caspasenaktivierung Uber die Freisetzung
des mitochondrialen Proteins AIF [128]. So konnten wir einen signifikanten Anstieg des
zytosolischen AIF in den infizierten Zellen nachweisen, wie in Abb. 14 e gezeigt, was
auf eine caspasenunabhangige Apoptoseinduktion nach Infektion von pulmonalen Epi-
thelzellen mit M. catarrhalis hinweist. Wir vermuten daher, dass hauptsachlich der in-
trinsische Signalweg der Apoptose fir den Zelltod mit M. catarrhalis infizierter pulmona-
ler Epithelzellen verantwortlich ist.
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Abb. 14: Verminderte Werte von Bcl-2, mitochondrialer Anstieg von Bax sowie
zytosolischer Anstieg von Cytochrom C und Apoptosis-inducing Factor (AIF) in
mit M. catarrhalis infizierten Zellen.

A, A549-Zellen wurden mit dem M. catarrhalis-Stamm O35E mit einer MOI von 1 fiir 4, 8 und 12 h
inkubiert. Bcl-2 und ERK-2 (Beladungskontrolle) wurden im Westernblot nachgewiesen. B, A549-
Zellen wurden fiir 4, 8 und 12 h mit dem M. catarrhalis-Stamm O35E (MOI 1) inkubiert. Die subzel-
lulare Fraktionierung wurde durchgefiihrt, um eine zytosolische Fraktion (Zytosol) und eine Mito-
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chondrien-angereicherte Fraktion (Mitochondrium) zu erhalten. Das Gesamtprotein jeder Fraktion
wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Fiir den Immunoblot wurden Antikérper gegen Bax einge-
setzt. In der Abbildung ist ein repriasentativer Blot von drei unabhéngigen Versuchen mit &hnli-
chen Ergebnissen dargestellt. C, A549-Zellen wurden entweder mit dem Bax-inhibierenden Peptid
BIP V5 oder dem Negativkontrollpeptid BIP NC fiir 1 h vorinkubiert und dann mit dem M. catarrha-
lis-Stamm O35E MOI 1 fiir 8 h infiziert. AnschlieBend wurde die DNS-Fragmentation gemessen.
*P<0,05 (einfaktorielle Varianzanalyse) verglichen mit dem Leerwert. D, Cytochrom C wurde nach 4
und nach 8 h Infektion mit M. catarrhalis-Stamm O35E in der zytosolischen Fraktion gemessen.
*P<0,05 (einfaktorielle Varianzanalyse) verglichen mit dem Leerwert. E, A549-Zellen wurden mit
dem M. catarrhalis-Stamm O35E (MOI 1) fiir 4, 8 und 12 h inkubiert und anschlieBend wurden mit-
tels Westernblot AIF und ERK-2 (Beladungskontrolle) nachgewiesen. Die abgebildeten Blots sind
reprasentativ fiir 3 unabhangige Versuche mit vergleichbaren Ergebnissen.

5 Diskussion

5.1 M. catarrhalis-induzierte Apoptose fordert Emphysembildung

In der hier vorgestellten Studie konnten wir zeigen, dass auch M. catarrhalis Apoptose
von pulmonalen Epithelzellen auslést. In weiterfihrenden Untersuchungen konnten wir
zeigen, dass die Apoptose von der schon o.g. Interaktion zwischen dem M. catarrhalis-
spezifischen UspA1 und CEACAM1 abhéngig ist. Daher fihrten uns die Ergebnisse
dieser Studie zu dem Schluss, dass eine bakterielle Kolonisierung und Infektion des
Respirationstraktes bei COPD Patienten fiir eine Emphysementstehung von wichtiger
Bedeutung sein kdnnte.

Apoptose-induzierende Eigenschaften sind auch flr andere bakterielle Erreger des
Respirationstrakts in unterschiedlichen Studien beschrieben worden. So ist bekannt,
dass Apoptose in pulmonalen Epithelzellen durch Infektionen mit S. pneumoniae,
Legionella pneumophila und Pseudomonas aeruginosa ausgelést werden kann [35,
129, 130]. Diese kdnnen den Respirationstrakt bis auf Legionella pneumophila zwar
ebenfalls kolonisieren, alle drei sind allerdings auch in der Lage eine Pneumonie zu
verursachen. Da eine Apoptoseinduktion fir diese Erreger nur an pulmonalen Epithel-
zellen in vitro untersucht wurde, ist nicht bekannt, ob eine Apoptoseinduktion durch S.
pneumoniae eher bei der Pneumonie oder der Kolonisierung bei COPD-Patienten und

damit fir die Entwicklung eines Emphysems eine Rolle spielt.
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5.2 Bedeutung der Apoptose bei pulmonalen Infektionen

Studienergebnisse zeigten, dass unter bestimmten Bedingungen Apoptose sich begins-
tigend auf das Fortschreiten der Infektion auswirkt. In anderen Féllen erwies sich der
programmierte Zelltod als nutzlicher Vorgang zur Kontrolle der Entziindungsreaktion
und Erregerbeseitigung. So zeigten Dockrell et al, dass die Apoptose von pulmonalen
Makrophagen die Erregerbeseitigung férdert und eine Apoptosehemmung zu einer ver-
ringerten bakteriellen Clearence fuhrt [131, 132]. Im Mausmodell fand man heraus, dass
eine  Hemmung der TLR-4 vermittelten Apoptose zu einem Progress der
Pneumokokkensepsis fuhrt [133]. Apoptose pulmonaler Makrophagen erleichtert das
Abtéten der Erreger in direkt infizierten Zellen [132, 134] und limitiert die Invasion von
Pneumokokken in die Blutbahn [131, 133]. Allerdings ist die reduzierte Gewebeinvasion
nicht allein die Folge einer verbesserten Erregereleminierung [131], sondern wohl auch
ein Resultat der verringerten Entzindungsreaktion apoptotischer Zellen. Denn apoptoti-
sche Zellen exprimieren nach Phagozytose durch Makrophagen kaum noch proinflam-
matorische Zytokine [135]. Wahrend einer Pneumokokkenpneumonie verringert dies
eine mit exzessiver Entziindungsreaktion einhergehende Gewebeschadigung.
Wiederum kann eine ausufernde Apoptoseinduktion in der Lunge auch schéadigende
Folgen haben. Eine schwere Schadigung des Lungengewebes kann zum akuten Lun-
genversagen (ARDS = acute respiratory distress syndrome) fihren. Matute-Bello et al
[136] konnten zeigen, dass beim ARDS eine I8sliche Form des proapoptotischen Fas
Liganden (FasL) die Apoptose epithelialer Pulmonalzellen ausldst.

Die Hemmung der Apoptose von Lymphozyten hingegen kdnnte eine vielversprechende
Méglichkeit in der Therapie der Sepsis bedeuten. So konnte durch Hemmung von
lymphozytaren CD40-Rezeptoren mit speziellen Antikbrpern die sepsisinduzierte Apop-
tose von Lymphozyten im Mausmodell verringert werden und eine héhere Uberlebens-
rate der Versuchstiere erzielt werden [137].

In den letzten Jahren wurde immer haufiger Uber hohe Apoptoseraten in
emphysematésen Lungen berichtet und in Verbindung mit der abnehmenden alveolaren
Oberflache gebracht [26-28]. Weiterhin beschrieben 2003 Tuder et al einen auch als
Efferozytose bezeichneten Prozess des Wegrdumens und Beseitigens apoptotischer
Zellen, wodurch eine Aufrechterhaltung der Lungenstruktur gewahrleistet werden soll
[17]. Bei Erwachsenen mit normaler Lungenfunktion fihrt dieser Prozess zum Aus-

tausch sterbender Zellen und schitzt somit gegen einen ausgepragten apoptotischen
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Zellverlust [138, 139]. Ist die Entfernung apoptotischer Zellen fehlerhaft, wird der Ent-
zlindungsprozess weiter aufrechterhalten [139, 140].

Es gibt zunehmend Hinweise dafir, dass bei der COPD im Lungengewebe eine Stérung
der Balance zwischen Apoptose und Proliferation besteht [141]. Verschiedene Arbeits-
gruppen haben dies durch Analyse von Lungengewebe von COPD-Patienten und Kon-
trollen evaluiert. Dabei zeigte sich eine vermehrte Endothelzellapoptose bei COPD-
Patienten. In anderen Untersuchungen wurden auch apoptotische Alveolarepithelzellen,
interstitielle Zellen und Entziindungszellen (Neutrophile und Lymphozyten) in den Lun-
gen von COPD-Patienten beschrieben [25]. Kasahara et al. [24] demonstrierten eine
gesteigerte Anzahl von apoptotischen Epithel- und Endothelzellen in den Alveolarsepten
von Emphysemlungen im Vergleich zu Lungen von Nichtrauchern, gesunden Rauchern
und Patienten mit primarer pulmonaler Hypertonie. DarUber hinaus fanden sie eine sig-
nifikant reduzierte Expression von VEGF (vascular endothelial growth factor) und
VEGF-Rezeptoren. Darauf aufbauend formulierten sie die Hypothese, dass die Vermin-
derung fiir das Uberleben von Endothelzellen notwendiger Faktoren zu einem Abster-
ben derselben in den Alveolarsepten fihrt und auf diesem Weg die Emphysementste-
hung begulnstigt. Die Quintessenz aus diesen Studien am Menschen: Bei Patienten mit
COPD findet sich eine erhdhte Apoptoserate der ortsstdndigen Lungenzellen, die die
Lungenstruktur definieren.

Die Tatsache, dass M. catarrhalis zu den haufigsten Erregern bei einer Exazerbation der
COPD gehort und dass programmierter Zelltod in der Pathogenese von Emphysemen
eine wichtige Rolle spielt, fihrt zu der Annahme, dass die M. catarrhalis-induzierte
Apoptose von pulmonalen Epithelzellen méglicherweise die Dysfunktion von Zellen und
Organ begunstigt, welche folglich in sekundarer Entziindung und Emphysembildung
resultiert. Die Komplexitat der Auswirkungen der Apoptoseinduktion in unterschiedlichen
Zelltypen wahrend einer Infektion stellen weiterhin ein weites Forschungsfeld dar und
bedarf sicherlich noch weiterer Untersuchungen.
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5.3 Einfluss der UspA1-CEACAM/1-Interaktion

Ein interessantes Ergebnis dieser Arbeit zeigt, dass fur die Induktion der Apoptose in
alveolaren Epithelzellen das bakterielle Oberflachenprotein UspA1 eine entscheidende
Rolle spielt. Die Infektion der pulmonalen Epithelzellen mit der UspA1-defizienten Mu-
tante O35E.1 fuhrt zu einer deutlich geringeren Rate der DNS-Fragmentation als bei
Zellen, die mit dem Wildstamm O35E inkubiert werden. In verschiedenen Studien wurde
die Bedeutung des UspA1-Proteins als wichtiges Adhesin aufgeflihrt, welches unter an-
derem den gewebestandigen Rezeptor CEACAM1 zum Ziel hat [70, 123]. Bekannt ist,
dass CEACAM1 auf verschiedenen epithelialen und endothelialen Zellen expressiert
wird, aber auch auf Leukozyten, aktivierten T-Zellen, B-Zellen und CD16/CD56" natlrli-
chen Killerzellen [73, 142, 143]. Wir konnten mittels Immunoblot nachweisen, dass
CEACAM1 auBerdem in den von uns verwendeten SAE-, A549- und transfizierten He-
La-Zellen gebildet wird.

Dass die CEACAM1-UspAT1-Interaktion fir das Ausmal der durch M. catarrhalis indu-
zierten Apoptose in pulmonalen Epithelzellen durchaus bedeutsam ist, zeigte sich in
einer verminderten Apoptoserate nach Blockade des CEACAM1-Rezeptors mittels des
spezifischen Antikérpers YTH.71.3. Nach Bindung des Antikdrpers beobachteten wir
eine signifikant geringere DNS-Fragmentationsrate als bei den unbehandelten Zellen.
Auch die Infektion von CEACAM1-transfizierten HelLa-Zellen mit dem Wildtyp O35E
fihrte zu einer deutlich héheren Apoptoserate, als bei nicht transfizierten Zellen. Ver-
gleichbares konnten Pantelic et al bei der Apoptoseinduktion peripherer B-Zellen durch
Interaktion von CEACAM1 mit dem Erreger Neisseria gonorrhoeae zeigen [144].

Hierbei wird die Bedeutsamkeit der Interaktion von Oberflachenproteinen wie
CEACAM1 und UspA1 fir die Induktion des durch M. catarrhalis hervorgerufenen pro-
grammierten Zelltodes in pulmonalen Epithelzellen ersichtlich. Die Bedeutung der Apop-
toseinduktion flr den schon in anderen Arbeiten gezeigten modulatorischen Einfluss
von CEACAM1 auf die Immunantwort des Wirtes [73, 144] gilt es in weiteren Versuchen

zu klaren.

Slevogt et. al konnten in einer Arbeit zeigen, dass die Interaktion von CEACAM1 und
UspA1, nach Infektion von pulmonalen Epithelzellen mit M. catarrhalis, zu einer Ab-
nahme der Gber TLR2 und NF-«-B vermittelten inflammatorischen Antwort fihrt. Weiter-

hin wird postuliert, dass diese Hemmung durch inhibitorische Einflisse von CEACAMA1
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auf die von TLR2 vermittelte Aktivierung des Phosphatidylinositol 3-OH kinase—Akt
kinase (AKT) Signalweges méglich ist [72]. Da dem Onkogen AKT antiapoptotische Ei-
genschaften eigen sind [145, 146], ware durch weitere Experimente herauszufinden,
inwiefern die Apoptose der mit M. catarrhalis infizierten pulmonalen Epithelzellen durch

einen TLR2-abhangigen Mechanismus induziert wird.

5.4 Caspasenaktivierung und Bedeutung fiir die mitochondriale Apoptose

Die Apoptoseinduktion durch M. catarrhalis wird von einer Aktivierung der Caspasen-3, -
6 und -9 begleitet. Schon in vorangegangenen Studien wurde eine Aktivierung dieser
Caspasen durch Infektion von Lungenepithelzellen mit anderen Erregern nachgewiesen
[35, 147]. Eine signifikante Reduktion der Apoptoserate der mit M. catarrhalis infizierten
pulmonalen Epithelzellen konnten wir durch Hemmung der Caspasenaktivierung mit
spezifischen Inhibitoren herbeifihren. Die Aktivierung einer caspasenabhangigen
Signaltransduktion, sowie die Apoptosereduktion durch Caspaseninhibition sind bei In-
fektionen von Lungenepithel mit S. pneumoniae und P. aeroginosa bereits bekannt [35,
147]. Auch konnten Aoshiba et. al im Mausmodell zeigen, dass die Installation von Cas-

pase-3 in den distalen Atemwegen der Tiere eine Emphysementstehung bewirkt [29].

Ein weiteres Ergebnis ist die Aktivierung von Caspase-9 in pulmonalen Epithelzellen
nach Infektion mit M. catarrhalis ohne Aktivierung der Caspase-8. Diese Beobachtung
impliziert, unter Bertlicksichtigung der bisherigen Kenntnisse der Signalwege der Apop-
tose, eine mitochondriale Beteiligung. Durch Veranderungen der Mitglieder der Bcl-2-
Proteinfamilie wird Cytochrom-C aus dem intermembranésen Raum in das Zytosol frei-
gesetzt und kann nun durch Bindung Apaf-1 aktivieren. Dieser Komplex aus Apaf-1 und
Cytochrom-C ist nun in der Lage in Anwesenheit von ATP die Procaspase-9 zu rekrutie-
ren und in die aktive Form der Caspase-9 zu Uberflhren. Die aktivierte Caspase-9 er-
moglicht wiederum die Aktivierung der Downstream-Caspasen-3 und — 6 [124], was in
dieser Arbeit ebenfalls gezeigt werden konnte. Die Freisetzung des Cytochrom-C kann
durch das antiapoptotische Bcl-2-Protein gehemmt werden [111]. In den mit M. catarr-
halis infizierten Zellen zeigte sich allerdings eine verminderte Expression dieses Prote-

ins.
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Weiterhin konnten wir zeigen, dass nach Infektion mit M.catarrhalis eine mitochondriale
Translokation vom proapoptotischen Bcl-2-Protein Bax stattfindet. Bax spielt eine zent-
rale Rolle fir die Aktivierung der mitochondrienabhangigen Apoptose.

Wie von Neumeister et al auch flr Infektionen von Jurkat-T-Zellen und humanen Mono-
zyten mit L. pneumophila gezeigt werden konnte, basiert die Apoptoseinduktion durch
M. catarrhalis auf der Aktivierung des intrinsischen Signalweges [129]. Unsere Be-
obachtung einer ausbleibenden Aktivierung der Caspase-8 bekréftigt diese Feststellung
und lasst auf eine von &auBeren Todesrezeptoren unabh&ngige Apoptoseinduktion
schlieBen. Zur ausfuhrlichen Untersuchung dieser These waren weitere Versuche mit

CD95-, FADD- oder Caspase-8-defizienten Zellen zu erwéagen.

In Zusammenschau dieser Ergebnisse |asst sich festhalten, dass eine Infektion pulmo-
naler Epithelzellen mit M. catarrhalis zu einer Aktivierung des mitochondrialen Signal-

weges ohne Einbeziehung des extrinsischen Weges der Apoptose flhrt.

5.5 Caspasenunabhangige Apoptose Beziehung AIF und Caspase

In vorangegangenen Studien konnte durch Bakterien induzierte Apoptose unabhangig
von caspasenabhdngigen Signalwegen beobachtet werden [36]. Bekanntes Schllissel-
Enzym dieses Signalweges ist AIF [148]. Um eine mdgliche Induktion der caspasenu-
nabhangigen Apoptose durch M. catarrhalis zu untersuchen, bestimmten wir die Frei-
setzung von AIF im Zytosol. Wie unsere Ergebnisse zeigen, flhrt die Infektion von pul-
monalen Epithelzellen mit M. catarrhalis zu einer signifikant erhéhten Freisetzung von

AlIF aus den Mitochondrien.

Weiterhin konnten wir eine vollstdndige Hemmung der Apoptose durch Einsatz von
Pancaspasen-Inhibitor zVAD erzielen. Schon in anderen Arbeiten lieB sich in
endothelialen, HelLa und Jurkat Zelllinien, die entweder mit Bakterien infiziert bzw. mit
Staurosporin oder Actinomycin stimuliert wurden, die mitochondriale Freisetzung von
AIF durch den Einsatz von Caspaseninhibitoren unterdriicken [36, 148]. Dawson et al
beobachteten eine Gber Caspasen und durch das caspasenaktivierte Protein t-Bid ver-
starkte Freisetzung von AlF.

Diese Ergebnisse lassen an eine durch Caspasenaktivierung hervorgerufene mito-
chondriale AlF-Freisetzung nach Infektion mit M. catarrhalis denken. Zur Klérung der
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AlF-Freisetzung zugrundeliegenden Signalwege in mit M. catarrhalis infizierten pulmo-
nalen Epithelzellen sind weitere Versuche notwendig. Auch wére interessant zu erfah-
ren inwiefern sich die Apoptoseinduktion in mit M. catarrhalis infizierten pulmonalen Epi-

thelzellen durch Hemmung der AlF-Freisetzung beeinflussen l&asst.

In den bisher verdffentlichen Arbeiten finden sich sowohl caspasenabhangige als auch
—unabhangige Mechanismen, die zur AlF-Freisetzung fihren. Welcher Signalweg letzt-
endlich eingeschlagen wird, scheint vom jeweiligen Zelltodstimulus als auch vom vorlie-
genden Zelltyp abhangig zu sein [148, 149].

5.6 Ausblick

Da samtliche Ergebnisse dieser Arbeit auf in vitro gewonnen Daten basieren, ist eine
Bestatigung dieser in Vivo noch ausstehend und werden seitens der Arbeitsgruppe von
Frau Prof. Slevogt derzeit in weiteren Studien bearbeitet. Dies erfolgt mit Hilfe von hu-
manen CEACAMT1-exprimierenden transgenen Mausen. Weiterhin wird hierbei unter-
sucht, inwiefern eine Kolonisierung oder wiederkehrende Infektion mit M. catarrhalis die

Emphysementstehung beglnstigt.

H. influenzae als ein ebenfalls haufig die Lunge besiedelnder Erreger ist bezlglich
apoptoseinduzierender Eigenschaften weitgehend unerforscht. Da er mit zu den hau-
figsten Erregern bei der infektexazerbierten COPD gehért und ebenfalls an CEACAM1
bindet [70], wére eine genauere Untersuchung in Bezug auf die Emphysementwicklung
durch Apoptoseinduktion auBerst informativ und der weiteren Entwicklung therapeuti-
scher Strategien in der Behandlung der COPD sicherlich dienlich.
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6 Zusammenfassung

Die Therapie der COPD steht trotz intensivierter Forschung vor bisher schwer Uber-
windbaren Schwierigkeiten das Fortschreiten der Erkrankung aufzuhalten. Die Ein-
dammung der Progression stellt dabei ein wesentliches Ziel dar. Eine Exazerbation der
COPD entsteht meist in Folge einer Infektion mit Erregern wie M. catarrhalis, Haemo-
philus influenzae und Streptococcus pneumoniae. Folgen wie die Entstehung von Em-
physemen werden durch Zelltod férdernde Mechanismen beschleunigt. Pathomecha-
nismen, die bei der Infektexazerbation der COPD durch M. catarrhalis eine Rolle
spielen, wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht. Daher Uberpriften wir in dieser
Dissertation die Hypothese, ob die Infektion von pulmonalen Epithelzellen mit M. catarr-
halis die Apoptose in diesen Zellen induziert und welche Signalwege dabei genutzt wer-
den. Insbesondere wurde auf die Rolle, die Oberflachenproteine wie UspA1 und
CEACAMT1 bei der Induktion spielen, eingegangen. Wir konnten zeigen, dass die Infek-
tion pulmonaler Epithelzellen mit M. catarrhalis zu einer erh6hten Apoptoserate fuhrt.
Das M. catarrhalis-spezifische UspA1 und das gewebestandige CEACAM1 sind wichti-
ge Faktoren wahrend der Apoptoseinduktion. So ist die durch M. catarrhalis induzierte
Apoptoserate in CEACAM1-transfizierten Hela-Zellen signifikant héher als in Hela-
Zellen, die CEACAM1 nicht exprimieren. Die infizierten Zellen wiesen eine erhdhte Akti-
vitat der Caspasen-3, -6 und —9 auf, ohne eine Aktivierung der Caspase-8. Das spricht
flr die Uberwiegende Aktivierung des mitochondrialen intrinsischen Signalweges durch
Infektion mit M. catarrhalis. Eine Einbeziehung von mitochondrialen Signalwegen lasst
sich auch aus einer verringerten Bcl-2-Expression, einer mitochondrialen Translokation
von Bax und einem Anstieg von AIF im Zytosol in mit M. catarrhalis infizierten pulmona-
len Epithelzellen herleiten. M. catarrhalis induziert Apoptose in pulmonalen Epithelzel-
len, die durch Interaktion der Oberflachenproteine CEACAM1 und UspA1 verstarkt wird.
Unsere Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass durch M. catarrhalis induzierte Apopto-
se das Fortschreiten der COPD und die Emphysementstehung férdert und damit mégli-
cherweise einen neuen wichtigen Pathomechanismus fir die Emphysementstehung bei
der COPD darstellt.

In spite of extensive investigation there are unsettled therapeutically difficulties in ther-
apy of COPD. During the course of COPD development of emphysema is of particular

importance for the progression of the disease. COPD patients are prone to bacterial
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colonization and infections with Moraxella catarrhalis (M.catarrhalis), Haemophilus in-
fluenzae und Streptococcus pneumoniae. Little is known about their contribution to the
chronic course of the disease. In recent years apoptosis has been recognized as impor-
tant additional factor for emphysema development. In this work we investigated the
mechanisms of M.catarrhalis induced apoptosis in pulmonary epithelial cells. We found
a significant increase of apoptosis in M.catarrhalis infected pulmonary epithelial cells.
In addition, we found that the interaction between M.catarrhalis specific UspA1 and the
carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule (CEACAM?1) were required to
induce apoptosis. Our results of specific M.catarrhalis induced apoptosis was confirmed
in a HeLa-cell model stably transfected with CEACAM1, compared with untransfected
cells. pulmonary epithelial cells infected with M.catarrhalis showed increased activity of
caspases 3, 6, and 9 but not of caspase 8. Reduced expression of Bcl-2, translocation
of Bax into the mitochondria, and cytosolic increase of apoptosis-inducing factor in
M.catarrhalis-infected cells implicated the involvement of mitochondrial death pathways.
In conclusion, M.catarrhalis-induced apoptosis in pulmonary epithelial cells was trig-
gered by interaction between CEACAM1 and UspA1. Thus, M.catarrhalis-induced apop-
tosis of pulmonary epithelial cells may contribute the development of COPD and em-

physema.
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