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1 Einleitung

1.1 Bedeutung der COPD fir die Weltgesundheit

Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) ist eine haufige und
epidemiologisch  sowie  gesundheitsokonomisch  aulierordentlich  bedeutsame
Erkrankung, die weltweit den vierten Platz auf der Liste der haufigsten Todesursachen
einnimmt. Etwa vier Millionen Menschen leiden derzeit in Deutschland an einer COPD,
wobei die Pravalenz weiter ansteigt. Die COPD ist ein bedeutendes und wachsendes
globales Gesundheitsproblem. Es wird fur das Jahr 2020 vorausgesagt, dass die COPD
die dritt-haufigste Todesursache in der Welt sein wird [Herold G. 2009, Barnes P.J. et
al. 2003]. Es gibt keine gegenwartige Therapie, die die Progression der Erkrankung
aufzuhalten vermag [Barnes P.J. et al. 2003]. Jedoch gibt es wegen der enormen
Belastung der Krankheit und der zu erwartenden hohen Gesundheitskosten, ein
zunehmendes Interesse an den zugrunde liegenden zellularen und molekularen
Strukturen und an einer Suche nach neuen Therapiestrategien. Deshalb kam es zur
Grundung der Global Obstructive Lung Disease Initiative (GOLD), um international die
Erforschung der COPD zu organisieren und in den Mittelpunkt des Interesses zu

setzen.

1.2 Symptome, Pathogenese und WHO Kilassifikation der COPD

Im Verlauf der COPD kommt es haufig zu schwerwiegenden Folgeerscheinungen, wie
z. B. einem Cor pulmonale oder einer partiellen oder globalen respiratorischen
Insuffizienz. Zu den Hauptkriterien der COPD gehort die chronische Bronchitis.
Hauptsymptome sind ein chronischer Husten, Auswurf und Atemnot, anfangs nur unter
korperlicher Belastung und spater im fortgeschrittenen Stadium auch unter
Ruhebedingungen [Herold G. 2009, Murphy T.F. et al. 2000]. Die Erkrankung ist
definiert, wenn bei einem Patienten in zwei aufeinander folgenden Jahren, wahrend
mindestens drei aufeinander folgenden Monaten pro Jahr, Husten und Auswurf
bestanden hat [GOLD, 2005]. Die Faktoren, die eine chronische Bronchitis verursachen,
sind unterteilt in exogene und endogene Faktoren.

Exogene Faktoren und hauptsachliche Ursache der COPD sind das Zigarettenrauchen.
Bei 90% der Erkrankten handelt es sich um Raucher oder Ex-Raucher. Weitere
Faktoren wie Luftverschmutzung und rezidivierende Atemwegsinfekte spielen ebenfalls
eine ursachliche Rolle. Auch konstitutionelle Faktoren wie eine bronchiale



Uberempfindlichkeit oder genetische Faktoren spielen fir die Pathogenese der
Erkrankung eine Rolle [Barnes P.J. et al. 2003]. Patienten mit COPD zeigen eine
signifikante Beeintrachtigung in deren Immunabwehrsystem. Dieses wird durch eine
Schadigung der Zilien tragenden Bronchialepithelzellen durch den Tabakrauch
verursacht und hat eine vermehrte Sekretion von zahflissigem Bronchialschleim, auch
Dyskrinie genannt, sowie eine Hemmung der normalen Drainage zur Folge. Zusatzlich
kommt es zu einer Beeintrachtigung der Phagozytenfunktion von Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten, welches eine suffiziente Elimination von eingedrungenen
Mikroorganismen erschwert. Im Verlauf kommt es zu einer weiteren Verminderung der
lokalen Immunantwort des Wirts, was eine zunehmende Kolonisierung der Atemwege

mit Bakterien zur Folge hat.

Far die Diagnose einer COPD empfiehlt GOLD folgende Untersuchungen:

Ausfuhrliche Anamnese insbesondere im Hinblick auf die Exposition gegenuber
Risikofaktoren (Tabakrauch, Umweltbelastungen, berufliche Exposition). Patienten mit
chronischem Husten und Auswurf sowie einer Exposition gegen die 0.g. Risikofaktoren
sollten auf eine Einschrankung ihrer Lungenfunktion getestet werden.

Fir die weitere Diagnose und die Bestatigung einer COPD ist die Spirometrie der
Goldstandard. Bei der Diagnose der COPD stitzt man sich zum einen auf die
Symptomatik und zum anderen auf die Lungenfunktion. Bei der Einteilung der
Schweregrade von | leicht, Il mittelgradig bis Il schwer orientiert man sich an den
Empfehlungen von GOLD (siehe Tabelle. 1)

Stadium Merkmale

0: Gefahrdet [Chronischer Husten und Sputumproduktion, Spirometrie der Lungenfunktion ist normal

Leichte Behinderung der Ventilation (FEV1/FVC < 70% aber FEV1>= 80% vom Sollwert) mit oder
ohne chronische Symptome. Betroffene sind sich haufig nicht bewusst, dass ihre Lungenfunktion
nicht normal ist.

I: Leichte
COPD

Il. Moderate |Verschlechterung der Ventilation (FEV1/FVC < 70%, aber 50% =<FEV1< 80% vom Sollwert) und
COPD Fortschreiten der Symptome, Kurzatmigkeit nach kérperlicher Anstrengung

Fortschreitende Ventilationsstérung (FEV4/FVC < 70%, aber 30% =< FEV1< 50% vom Sollwert).

Ill:gg;)v\lljere Gesteigerte Kurzatmigkeit und wiederholte Exazerbationen, die die Lebensqualitat des Patienten
stark beeinflussen.
IV: Sehr Schwerste Ventilationsstérung (FEV1/FVC < 70%,aber FEV1< 30% vom Sollwert) oder schwere

chronische respiratorische Ausfalle. Lebensqualitat wird noch weiter eingeschrankt und
Exazerbationen kénnen lebensbedrohlich sein.

Tab.1: Einteilung der unterschiedlichen Stadien der COPD nach GOLD (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung

Disease)

schwere COPD|
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Bei Grad | leiden die Patienten unter Dyspnoe, Husten und Auswurf bei starker
korperlicher Belastung. Bei Grad Il gibt es zunehmende Dyspnoe, produktiver Husten
auch im Ruhestadium. Grad Il ist gekennzeichnet durch respiratorische Insuffizienz mit
Cor pulmonale [GOLD, 2005].

Die Atemwegsbeschrankung bei der COPD ist im Gegensatz zum Asthma bronchiale
nach Gabe von Bronchialdilatatoren nicht oder nur wenig reversibel. Die
Atemwegsobstruktion nimmt gewohnlich einen progressiven Verlauf. Sie ist assoziiert

mit einer abnormalen inflammatorischen Antwort auf schadliche Partikel und Gase.

Fir die COPD Pathogenese von besonderer Bedeutung ist, dass sich der Atemfluss
durch eine irreversible oder allenfalls nur partiell reversible Kontraktion der
Bronchialmuskulatur bei der Ausatmung pathologisch verlangert [Herold G. 2009].
Dieses ist wiederum auf einen fortschreitenden entzindlichen Prozess im
Bronchialsystem, einhergehend mit Schwellung, vermehrter Produktion von Schleim

zuruckzufthren [Barnes P.J. et al. 2003].

1.3 Verlauf mit Emphysem

Als Folge dieser Erkrankung kann es ausserdem zu einer anhaltenden Uberbléhung der
Alveolen mit der Folge einer Emphysementwicklung kommen. Der Mechanismus der
Emphysementstehung wird auf proteolytische und anti-proteolytische Faktoren
zuruckgefuhrt, die im Rahmen der chronischen Inflammation freigesetzt werden. Es
kommt dabei zu einem Ungleichgewicht zu Gunsten der proteolytisch-enzymatischen
Prozesse [Senior R. M. und Anthonisen N.R. 1998]. Das Lungenemphysem ist durch
eine Vergrolerung der Luftrdume und Zerstérung des Lungenparenchyms, einen
Verlust der Lungenelastizitat und VerschlieRen der kleinen Atemwege gekennzeichnet.
Nicht bei allen COPD-Patienten kommt es zu einer Emphysementstehung. Diese
kennzeichnet haufig schwere COPD-Stadien mit Zerstérung des Lungenparenchyms
und den somit zustande kommenden Verlust der Compliance (Dehnbarkeit) der Lunge.
Dieses hat zur Folge, dass es zu einer Erhohung des Atemwegswiderstands in den
kleinen Bronchiolen kommt [Barnes et al. 2003]. Es kommt daraufhin zu einem
fibrotischen Umbau der Alveolarsepten. Im Verlauf der Erkrankung kann es auch zu
einer pulmonalen Hypertonie und wegen der anhaltenden Rechtsherzbelastung zu der

Ausbildung eines Cor pulmonale kommen [Herold G. 2009].
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1.4 Bedeutung der Bakterien fur die COPD

Im Verlauf der COPD kommt es haufig zu bakteriell bedingten Exazerbationen. Die
Mehrheit dieser Exazerbationen, ca. 60% wird verursacht durch bakterielle Infektionen
[Murphy et al. 2000]. Patel et al. untersuchten 29 Patienten mit COPD. Davon waren 15
Patienten mit moglichen pathogenen Keimen kolonisiert (51.7%). Die Anteile der
verschiedenen Bakterien wurde analysiert, auch mehrfache Infektion maoglich, deshalb
Summe der Prozent-Werte groRer als 100 Hauptsachliche Erreger sind: Haemophilus
influenzae (ca. 53.3%), Streptococcus pneumoniae (ca. 33.3%), Haemophilus
parainfluenzae (20%), Moraxella catarrhalis (20%) und Pseudomonas aeruginosa
(20%), [Patel I.S. et al. 2002]. In Sputumisolaten bei COPD exzazerbierten Patienten
wurden potentielle pathogene Bakterien identifiziert. H. influenzae, M. catarrhalis, S.
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus [Sethi S. et al. 2002].
Dabei nimmt M. catarrhalis hinter H. influenzae die zweite Stelle als Ausloser der
bakteriell bedingten Exazerbation der COPD ein. In einer Kohorten-Studie an 104
Patienten [Murphy TF et al. 2005] konnte gezeigt werden, dass M. catarrhalis ungefahr
10% aller COPD-Exazerbationen verursacht. Aulerdem kommt es zu einer Kolonisation
der unteren Atemwege bei von 5% bis zu 32% der COPD- Patienten mit diesem
Erreger. Auf Basis von Schatzungen ergibt sich, dass M. catarrhalis in den USA fur
etwa 2 bis 4 Millionen Exazerbationen jahrlich verantwortlich ist [Murphy TF et al. 2005].
Es gibt zunehmend Hinweise dafur, dass es auch einen Zusammenhang zwischen
Infektionen mit M. catarrhalis und der Progression der COPD Erkrankung gibt
[Wilkinson et al. 2003; Rosell et al. 2005].

Die Frequenz der Exazerbationen erhdht den Schweregrad der COPD. In einer Arbeit
von Tumkaya et al konnte gezeigt werden, dass die bakterielle Kolonisierung der
unteren Atemwege mit einer Atemwegsinflammation assoziiert ist, welche bei stabilen
Patienten den Charakter und die Haufigkeit der Exazerbationen moduliert [Tumkaya M.
et al. 2006]. Dieser Zusammenhang zwischen bakterieller Kolonisierung, bronchiale
Inflammation und der Haufigkeit von Exazerbationen ist von groRer Bedeutung fur das
Verstandnis der COPD-Pathogenese [M. Tumkaya et al. 2006].

1.5 M. catarrhalis - Krankheitsbilder und historische Betrachtungen
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M. catarrhalis ist ein wichtiger Krankheitserreger des menschlichen Respirationstraktes
[Barnes P.J. et al. 2003, Boyle F.M., Georghiou P. R. et al. 1991, Catlin B. W. 1990].
Es handelt sich um ein gram-negatives, aerobes, oxidase-positives diplokokkoides
Bakterium. Es wurde erstmalig im Jahre 1896 unter dem Namen Mikrococcus
catarrhalis beschrieben, wurde aber auch unter dem Namen Neisseria catarrhalis, und
Branhamella catarrhalis bekannt [N. Rikitomi et al. 1991]. M. catarrhalis galt lange als
harmloser Saprophyt des oberen Respirationstraktes. Erst seit Mitte der 90ziger Jahre
wird seine pathogenetische Bedeutung zunehmend erkannt.

M. catarrhalis ist ein haufiger Erreger der Otitis media im Kindesalter, verursacht
dariber hinaus Bronchitiden und Pneumonien. Bei Erwachsenen ist er der
zweithaufigste Erreger der infektexazerbierten COPD und spielt als Erreger von
Laryngitiden, Bronchitiden und Pneumonien besonders bei Patienten mit chronischen
Erkrankungen eine wichtige Rolle. Bei immunsupprimierten Patienten konnen
Infektionen mit M. catarrhalis zu septischen Verlaufen, Osteomyelitiden und Arthritiden
fuhren [Miravitlles M. 2002].

M. catarrhalis kolonisiert haufig im oberen Respirationstrakt. Die Kolonisierungsrate
liegt zwischen 28-100% im ersten Lebensjahr bei Kindern. Bei Erwachsenen ist die
Kolonisationsrate 1-10% [Murphy et al. 2005)]. Die Ubertragung erfolgt wahrscheinlich
per Tropfcheninfektion durch kontaminiertes Sekret [Miravitlles M. 2002]. M.catarrhalis
ist ein ausschlieBlich humanpathogenes Bakterium. Die Antibiotikatherapie gegen M.
catarrhalis Infektionen war bis vor 20 Jahren in Bezug auf Resistenzbildung
unproblematisch. Spater wurden R-lactamase-bildende Spezies isoliert mit Resistenz
gegen Penicillin und Cephalosporin. Die Moglichkeit der Entwicklung multiresistenter
Spezies der M. catarrhalis macht die Erforschung neuer Therapieansatze wie z. B.
Vakzine (Impfungen) und neue Antibiotika notwendig. Insbesondere ist es wichtig

Wechselwirkungen zwischen Erreger und pulmonalem Epithel genauer zu untersuchen.

1.6 Virulenzfaktoren von M. catarrhalis

Die wichtigsten Virulenzmechanismen von M. catarrhalis sind die Adhasion und
Kolonisation des Bronchialepithels des Respirationstraktes. Diese wird durch
Oberflachenproteine des Bakteriums, sog. outer-membrane-proteins (OMPs) vermittelt.
Die am besten untersuchten OMPs sind das ubiquitous surface protein (Usp) UspA1,
das UspA2, UspA2H sowie das OMP CD, und das OMP E [Aebi et al. 1998, McMichael
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2000]. Diese OMPs vermitteln hauptsachlich die Adhasion des Bakteriums am
respiratorischen Epithel.

Zweitens wird die Adhasion durch das Endotoxin LOS (Lipooligosaccharid) vermittelt
[Hu W.G. et al. 2001]. Die ebenfalls in der ausseren Membran enthaltenden
Lipopolysaccharide (LPS) unterscheiden sich durch die Lange und Komplexitat der
Saccharidkette von den Lipooligosacchariden (LOS) gram-negativer Erreger.

Die LOS enthalten kurzere Saccharidketten als die LPS. Bei LPS sind die
Saccharidketten relativ lang und kompliziert verzweigt.

Drittens wird die Adhasion der M. catarrhalis durch das Immunglobulin D (IgD)-
Bindungsprotein (MID) vermittelt. MID ist ein 200-kDa OMP mit einer hohen Affinitat fur
IgD. MID wird im grossten Teil der M. catarrhalis Stamme gefunden. MID-exprimierende
M. catarrhalis Stamme binden an Typ Il Alveolarepithelzellen. [Forsgen A. et al. 2003].

1.7 Das Bronchialepithel als Barriere und Bestandteil der angeborenen Immunitat
der Lunge

Die Bronchialepithelzellen spielen fir den Schutz und bei der Abwehr von Bakterien und
exogenen Schadstoffen eine zentrale Rolle.

Sie spielen fur die Koordination und Regulation von Abwehrreaktionen und
Entzindungsprozessen in den Atemwegen eine zentrale Rolle [Barnes PJ, Shapiro SD,
Pauwels RA 2003]. Als Hauptangriffspunkt fur Bakterien bei der Kolonisierung und
Infektion besitzen sie hoch spezialisierte primare und erworbene Abwehrsysteme.
Dadurch konnen inhalierte Erreger schnell erkannt, lokalisiert, abgetotet bzw.
unschadlich gemacht und entfernt werden. Dieser Prozess findet in der Regel
kontinuierlich statt, ohne dass es zu andauernden oder starken entzindlichen
Reaktionen kommt. Bronchialepithelzellen zeigen auf bestimmte Stimuli eine lokale
Immunreaktion, durch die die gezielte Produktion von Zytokinen, Chemokinen, Lipid-
Mediatoren u.a. orchestriert wird. Sie werden z.B. durch verschiedene
Entzindungsmediatoren oder Bestandteile von Bakterien aktiviert und es werden
weitere Entzindungszellen rekrutiert, Adhasionsprozesse eingeleitet und gesteuert und
die Aktivitat von Entzindungszellen moduliert. AuRerdem konnen sie einem
entzandlichen Prozess durch die Freisetzung anti-inflammatorisch wirkender
Mediatoren, l6slicher Rezeptoren und durch die Inaktivierung pro-inflammatorischer
Mediatoren entgegenwirken. Insgesamt ist die inter- und intrazellulare Kommunikation,

die durch die Wechselwirkung zwischen Bakterium und Wirtszelle ausgelost wird bisher
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nur unvollstandig verstanden. Es erscheint aussichtsreich, dass die genauere Kenntnis
uber die Beziehungen von Bakterien und Wirtszelle neue Ansatzpunkte zur
therapeutischen Beeinflussung von Infektionen bzw. entziindlicher Reaktionen der

Atemwege bieten kdnnen.

1.8 Adhasion von M. catarrhalis an humanes Bronchialepithel

Die bakterielle Adhasion ist definiert als die Bindung von Bakterien an
Bronchialepithelzellen, meist Uber spezifische Rezeptoren. Die Adhdsion von M.
catarrhalis an die humanen, respiratorischen Epithelzellen ist der erste Schritt zur
Etablierung einer Infektion und/oder einer Kolonisierung. Einige bakterielle
Viulenzfaktoren sind fur die Adhasion von grosser Bedeutung. Insbesondere LOS und
die OMPs M.-IgD-binding Protein (MID) und das UspA1 sind bekannte Adhasine fur M.
catarrhalis. [Hu E.G. et al. 2000, Hu W.G. et al. 2001, Hu W.G. et al. 2004]. Unter
diesen Molekulen ist das Protein UspA1 detailliert charakterisiert worden und hat
Aufmerksamkeit als mdgliches Vakzin erhalten [Aebi C. et al. 1997, Aebi C. et al. 1998].
Ein anderes outer membrane protein der M. catarrhalis, das IgD Bindungsprotein (MID),
ist vor kurzem von Forsgen et al. identifiziert worden, wie auch die Involvierung in der
Adhasion von M. catarrhalis an die Epithelzellen [Forsgen A. et al. 2001, Forsgen A. et
al. 2003]. Wenig ist bekannt Uber die spezifischen Rezeptoren in den
Epithelzelloberflachen, welche von M. catarrhalis zur Bindung an die humanen
respiratorischen Epithelzellen genutzt werden. Bis jetzt sind nur wenige epitheliale
Oberflachenmolekule flr M. catarrhalis charakterisiert worden, insbesondere das
Asialo-GM1 [de Bentzmann S. et al. 1996, Ahmed K. et al. 2002] und das
carcinoembryonic antigen-cell adhesion molecule CEACAM-1, die in die Adhasion von
M. catarrhalis involviert sind [Singer B.B. et al. 2000]. CEACAM-1 ist fur die Adhasion
von M. catarrhalis an A549 Zellen von wichtiger Bedeutung [Singer B.B. et al. 2000]
impliziert worden. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass das asialoganglioside
ganliotetraosylceramide (Asialo-GM1) epithelialer Rezeptor fur die Bindung an
pharyngealen Epithelzellen von wichtiger Bedeutung ist. [Ahmed K. et al. 2002]. Uber
die prazisen Mechanismen der M. catarrhalis Adhasion an die humanen
Bronchialepithelzellen ist wenig bekannt. Allerdings ist die Adhasion
Grundvoraussetzung fir die bakterielle Kolonisierung und Infektion des
Bronchialtraktes. Als neuartiger Therapieansatz bodte es sich daher an,

Rezeptoranaloga als kompetitive Inhibitoren der bakteriellen Inhibition einzusetzen und
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damit einer Kolonisierung und/oder Infektion von Bakterien vorzubeugen oder ihr
entgegen zu steuern. Die so geartete antiadhasive Therapie hatte aulRerdem eine
Reduktion der Kontaktintensitat zwischen Wirtzellen und Erreger zur Folge [Ofek I. et al.
2003]. Als Voraussetzung fur die Erforschung dieses therapeutischen Prinzips ist es
wichtig, die Adhasion von M. catarrhalis an Bronchialepithel genauer zu analysieren und

quantifizieren zu kdnnen.

Bisher identifizierte Adhasionsmolekiile

Asialo-GM1 @

Epithelzelle

CEACAM-1

Abb. 1: Schematische Darstellung wichtiger Adhasionsmolekile fir die Bindung von M. catarrhalis an

humane Epithelzellen.

1.9 Bisher bekannte Adhasionsassays
In den meisten der Studien Uber die Adhasionsmechanismen von M. catarrhalis an

humane Epithelzellen wurden gewohnlich zwei Adhasionsassays verwendet.

Der colony forming units (cfu) basierte Assay: Das Prinzip dieses Assays beruht
darauf, dass konfluente Epithelzellen mit einer definierten Menge M. catarrhalis infiziert
werden. Nach einer bestimmten Zeitdauer werden die Zellen gewaschen und trypsiniert
und auf Agarplatten aufgetragen. Die Bestimmung der adharenten Bakterien erfolgt
dann Uber Auszahlung von M. Kolonien in cfu, die der Anzahl der adharenten Zellen
entsprechen [Lafontaine et al. 2000 bzw. Forsgren et al. 2003].

Im Folgenden werden die wichtigsten Arbeiten zur Untersuchung der Adhasion von M.

catarrhalis an Epithelzellen mit Hilfe des cfu-basierten Assays aufgezahlt:
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Christoph Aebi et al verwendeten fur ihre Untersuchungen uber die Adhasion von M.

catarrhalis an Chang conjunctival epithelial cells und Hep-2 Zellen zur

Quantifizierung der adharenten M. catarrhalis diese Methode.

In der Arbeit von Hill et al. 2003 wurde die Adhasion von M. catarrhalis an die Hep-2
Zellen, Chang conjuctival epithelial cells und A549 ebenfalls mit diesem Assay zur
Identifikation von CEACAM?1 als Bindungsrezeptoren untersucht [Hill und Virji, 2003].
Far die Untersuchungen von Timpe et al. zur Bindung von M. catarrhalis an
verschiedenen Epithelzelllinien wurde ebenfalls der cfu-basierte Assay verwendet
[Timpe J. M. et al. 2003].

Diese Methode wurde auch von Pearson et al. zur Quantifizierung von M.catarrhalis
an Chang-conjuncival epithelial cells eingesetzt (2002).

In ihrer Studie Uber die Bedeutung des MID fur die Adhasion von M. catarrhalis an
der alveolaren Epithelzellinie A549 haben Forsgen et al. (2003) ebenfalls den cfu-

basierten Adhasionsassay verwendet.

Der Mikroskopie-basierte Adhdasionsassay

Dieser Assay beruht auf dem Prinzip, dass nach Inkubation der Epithelzellen mit M.

catarrhalis und einem anschliessenden Waschschritt die Bakterien angefarbt und

mikroskopisch ausgezahlt werden. Als Einheit dient dafur Bakterium/Zelle. Dafur durfen

die Zellen nicht konfluent werden, da sonst eine Diskriminierung der einzelnen Zellen

nicht maoglich ist. In folgenden wichtigen Arbeiten wurde dieser Assay fur die

Quantifizierung von M. catarrhalis an Epithelzellen angewendet.

Fitzgerald et al. (1999) verwendete diese Methode in ihrer Adhasionsstudie zur
Untersuchung der Adhasion von M. catarrhalis an Hep-2 Zellen. Mikroskopisch
bestimmt wurden insgesamt 100 Hep-2 Zellen pro coverslip (Deckplatte) .

In einer Adhasionsstudie wurde von Hu Wei-Gang et al. (2004) die Adhasion von M.
catarrhalis an Chang conjuctival epithelial cells ebenfalls mit dieser Methode

untersucht.

1.10 Ziel der Studie
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Die Quantifizierung der Adhasion von M. catarrhalis an humanen Epithelzellen wurde
bisher mit unterschiedlichen Methoden gemessen, die nicht miteinander verglichen
worden sind. Aulerdem wurden die in der Literatur publizierten Ergebnisse zur
Adhasionsfahigkeit von M. catarrhalis meist nicht an respiratorischen Epithelzellen
untersucht, sondern an der zervikalen Epithelzelllinie HelLa oder an den HelLa
Subzelllinien Hep-2 Zellen oder Chang-conjunctival epithelial cells als Zellkulturmodel
untersucht [Diebold Y. et al. 2003, Masters J.R. 2002, Saint Jean M. et al. 2004]. Das
Ziel dieser Studie war es daher, die Adhasionsfahigkeit von M. catarrhalis an
Bronchialepithelzellen und weiteren Epithelzelllinien mit unterschiedlichen Methoden zu
quantifizieren und die damit erzielten Ergebnisse miteinander zu vergleichen. Dabei galt
es zu untersuchen, welches Verfahren fur diese Untersuchungen die verlasslichsten
Ergebnisse erbringen wirde. AuRerdem sollte ein neues auf Fluoreszenz-markierte
Antikorper basierendes Verfahren an konfluenten Epithelzellen entwickelt und validiert

werden und mit den beiden anderen Verfahren verglichen werden.

Konkret ergaben sich daher fur diese Arbeit folgende Fragestellungen:

1.) Es sollte ein Vergleich der Ergebnisse der beiden am haufigsten gebrauchlichen
Adhasionsassays des Mikroskopie-basierten und des cfu-basierten Adhasionsassays
vorgenommen werden, indem die Ergebnisse der beiden Adhasionsassays fur die
Adhasion von M. catarrhalis an drei verschiedenen Zelllinien miteinander verglichen

wurden.

2.) Da sich fur beide Adhasionsassays erhebliche, die Resultate verfalschende
Limitationen fanden, sollte ein neuer Fluoreszenz-basierter Adhasionassay entwickelt
und die Ergebnisse, die mit diesem Assay gewonnen wurden mit den Ergebnissen der
beiden anderen Assays verglichen werden.

3.) Aulerdem sollte die Adhasionsfahigkeit von M. catarrhalis an unterschiedliche
Epitelzelllinien pulmonalen Ursprungs (A549, BEAS-2B) mit der Adhasionsfahigkeit
Epithelzellen nicht-pulmonalen Ursprungs (Hep-2) anhand dieser drei Methoden

verglichen werden.

2 Materialien
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2.1 Substanzen

Produkt

Hersteller

ETI (Sojabohnen-Trypsininhibitor)

Bohringer, Mannheim

Medium HAM's F12

Invitrogen Gibco, Karlsruhe

PBS+/+ (mit Ca®" und Mg**)

Biochrom AG, Berlin

PBS-/-

PAA Laboratories, Wien

Penicillin/Streptomycin

Biochrome AG, Berlin

Trypsin-EDTA

Invitrogen Gibco, Karlsruhe

EGF (Endothelial Growth Factor)

Invitrogen Gibco, Karlsruhe

Fotales Kalberserum (FCS)

PAA Laboratories, Wien

L-Glutamin

Invitrogen Gibco, Karlsruhe

Medium Keratinozyte-SFM

Invitrogen Gibco, Karlsruhe

Medium D-MEM Invitrogen Gibco, Karlsruhe

3% PFA & 0.2N HEPES Sigma

Triton X-100 LAosung Sigma, Alderlich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Albumin BSA (Bovine serum albumin) Sigma, Alderlich Chemie  GmbH,
Steinheim, Deutschland

Coating-L6sung

Keratinozyten-SFM ad 100m| Invitrogen Gibco,

Karlsruhe
Vitronektin 50 pug/ml 0,1 ml Sigma, Deisenhofen
Fibronektin 1 pg/ ml 1,00 ml Sigma, Deisenhofen

BSA (Bovine
albumin) 100 mg/dI

serum | 1,0 ml

Sigma, Deisenhofen

2.2 Pufferlosungen
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PBS (1x) mit 10% FCS (pH=7,0) PAA Laboratories, Wien
FCS PAA Laboratories, Wien
Odyssey Blocking Buffer 50 % Licor inc.

TrisHCLpH 7,4 Sigma

PBS-Stammlodsung (20 x)

NaHPQO,4 x 2H,0 29,25¢ Merk, Darmstadt
KH,PO4 490¢ Merk, Darmstadt
NaCl 100 g Roth, Karlsruhe
H,0 dest. ad 1000 ml

Tween 20 Sigma, Deisenhofen

NaHCO3; Merk, Darmstadt

Na,COs3 Merk, Darmstadt

2.3 Farbstoffe

SYTO 63/ IRDye 700 Molecular Probes Leiden, Niederlande
May-Grunwald- Giemsa Farbung nach|Sigma, Minchen

Papenheim

IRDye 800 Molecular Probes, Leiden, Niederlande

2.4 Zelllinien und Kulturmedien

BEAS-2B Zellkulturmedium

Die humane bronchiale Epithelzellinie BEAS-2B, die mit einem SV 40 Virus
transformiert wurde, wurde uns freundlicherweise von C. Harris, National Institute of
Health, Bethesda USA zur Verfigung gestellt [Reddel, R. R et al. 1988]. Die Zellen
wurden in Keratinocyte- SFM (Gibco BRL, Life Technology, Paisley, UK) mit Zusatz von
200 mM L- Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100pg/ml Streptomycin, 0,4 ul/ml
Amphotericin (Bohringen Manheim), 1 mg/ml (250ul Aliquout) Adrenalin, einem

(Rinderhypophysenextrakt 25mg Aliquot (PBE), sowie mit recombinantem epidermalen
Wachstumsfaktor 2,5ug Aliquot (rEGF) (Gibco invitrogen Corporation) und dem Zusatz
von Retinolsaure 1mg/ml (all trans retinoic acid von Sigma) kultiviert. Die Zellen wurden
in der Zellpassage 10 bis 35 verwendet.

A549-Zellkulturmedium
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Die A549 Epithelzellen (Typ Il Alveolarzellkarzinom Epithelzelllinie) wurden von
American Type Culture Collection (ATCC, Manasas VA, USA) erworben und in HAMs
F12 Medium (PAA Laboratories, Parsching, Austria) unter Zusatz von 10 % fetalem

Kalberserum, 200 mM L- Glutamin, und 100 ug/ ml Streptomycin kultiviert.

Hep-2 Zellkulturmedium
Hep-2 Zellen (ATCC, CCL- 23) wurden in Waymouth’s Medium unter Zusatz von 10%

fetalem Kalberserum ohne Antibiotika kultiviert.

Alle Zelllinien wurden in Zellkulturflaschen T 75 (Falcon, Corning star, Wiesbaden,
Deutschland) gezlichtet und bei Erreichen der Konfluenz gesplittet und in

Kultivierungsgefasse mit unterschiedlicher Well- Anzahl umgesetzt.

2.5 Bakterienstamme

M. catarrhalis

Bakterien vom Stamm M. catarrhalis ATCC 25238 (Serotyp A) wurden von der
American Type Culture Collection (ATCC, Manasas VA, USA) gekauft. Der Wildtyp
Stamm M. catarrhalis O35E (Serotyp A) und die isogene UspA-1 defiziente Mutante
O35E (O35E.1) wurde uns freundlicherweise von Eric Hansen (University of Texas

Southwestern Medical Center, Dallas Texas USA) zur Verfugung gestellt.

BHI-Agarplatte (Falcon, Corning star, Wiesbaden)
Brain- Heart Infusion, von der Firma (Difco Laboratories, BD Heidelberg) mit Zusatz von
5% erhitztem Schafsblut.

Gefriermedium

Brain-Heart-Infusion- 500,00 pl BD Biosience
Medium (Vorkultur)
Glycerol 99 %ig 500,00 pl Sigma

2.6 Spezielle Gerate, Zubehor (Messapparaturen)
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Zellkulturflaschen T75

Falcon, Cornig star, Wiesbaden

Petrischalen 10 cm Durchmesser

Nunc, Danemark

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

Nunc, Danemark

Zentrifuge 48 RC, Rotanta RPC Hettich
Zellkultur Inkubator HERA CELL 240 Hereaus
Sterilbank Laminair HB 2448 Model 1.2 |Hereaus

Mikroskop BX 60

Olympus, Hamburg

Laborwaage

Sartorius

Thermomixer comfort

Eppendorf

UVICON Spektrophotometer 922

Bio-Tek Kontron Instuments

Drehschuttler REA x2

Heidolph
MS2 Minishaker (Vortexer) IKA®
Systec V-65 (Sterilisator) Heraeus
Odyssey infrared imaging system LI-COR Inc.

Laser
Pascal

scanning Mikroskop LSM 5

Zeiss, Jena, Deutschland

pH-Meter 765 Calcimatic

Knick

8 Wells Chamberslide- Platte
(Glasobjekttrager)

Falcon, Becton Dickinson and

Company, Le Pout De Claix, France

Zeiss- Mikroskop

Axiophot Jena, Deutschland

Plastikrohrchen

Falcon,
Germany

Corning star, Wiesbaden,

2.7 Antikorper




Name Herkunft Literatur

Monoklonaler |Eric Hansen ( University of Texas | Der monoklonale Antikorper,

Antikorper Southern Medical Center, Dallas | bindet spezifisch an das

(mAb) 24B5 | Texas, USA)* Oberflachen Antigen (UspA-1)

der M. catarrhalis Isolate
[Cope et al. 1999]

Mab 8E7 Xin- Xing Gu (National Institute | Der monoklonale Antikérper,
on Deafness and other 8E7 bindet ganz spezifisch an
Communication Disorders die Lipooligosacharide (LOS)
Rockville Maryland, USA)* des O35E, Serotyp A. [HU WG

et al. 2001]

Polyklonaler |Kristian Riesebeck (Malmo Der polyklonale Antikorper ist

Anikorper University Hospital, Lund gerichtet gegen das kurze

(Pab) MID University, Malmé , Sweden)* Immunglobulin D (IgD)-

bindende Protein (MID 764-
913) [Forsgren A. et al. 2003]

CD Serotec, Oxford, UK gekauft Der Ratte- Antikorper bindet

66/CEACAM an den CEACAM 1- Rezeptor

MAD, YTH [siehe Dokumentation,

71.3.2 Serotec,Oxford]

Anti-Asialo- WAKO Chemical, (Neuss | Polyklonale Kaninchen-

GM1 Germany) Antikdrper spezifisch fur Asialo

- GM1 [Ahmed K et al. 2002]
Kontroll Pabs |Sigma Munchen, Deutschland Unspezifische Mause, Ratten

und Kaninchen- Antikorper

siehe SIGMA Dokumentation

*) Wir danken den in der Literatur erwahnten Arbeitsgruppen fur die freundliche zur

Verflgungstellung der o0.g. Antikdrper.

3 Methoden

3.1 M. catarrhalis Stamme

Die M. catarrhalis — Stamme wurden langfristig als Glycerinstocks bei —80° C, bzw. in
speziellem Gefriermedium bei —20° C gelagert. Bei Bedarf wurden sie auf Agarplatten
ausgestrichen oder in BHI- Medium angeimpft und Uber Nacht bei 37° C inkubiert.
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3.2 Zellkultur

Die BEAS-2B Zellen wurden in Anwesenheit von 10 ml des entsprechenden
Zellkulturmediums in T75-Zellkulturflaschen 3 bis 4 Tage im Brutschrank (37 °C, 5%
COy) kultiviert. Die nun konfluenten Zellen wurden je nach Verwendungszweck in
Petrischalen, 6-Well-, oder 24-Well-Platten bzw. auf TC-Chamberslides™
(Glasobjekttrager, 8 Kammern) gesplittet. Alle Kulturgefalle wurden mit coating-Losung
fur mindestens 30 min. vorbehandelt, um den Zellen bessere Adhasionsmdglichkeiten
zu schaffen. Danach wurden die Zellen einmal mit PBS-/- gewaschen, mit 2 ml 0,5%
Trypsin-EDTA abgelost und mit 10 ml Medium restlos abgelOst. Diese Zellsuspension
wurde bei 12000 U/min far 5 min zentrifugiert und danach das Pellet mit 200 ul des
Trypsininhibitors ETI resuspendiert. Die entsprechende Menge an Zellkulturmedium

wurde zugesetzt und die Zellldsung auf die vorbehandelten Kulturgefalie verteilt.

Die A549-Zellen und die HEp-2 Zellen wurden bis auf die Vorbehandlung der
Kulturflaschen in gleicher Weise wie die BEAS-2B Zellen kultiviert.

Infektion von humanen Zellen (BEAS-2B, A549, HEp-2)

Die Monolayer der entsprechenden Zelllinien wurden Uber Nacht auf antibiotikafreies
Zellkulturmedium gesetzt. Am nachsten Tag wurden die Moraxellen mit einer Ose von
der Agarplatte abgenommen und in Zellkulturmedium suspendiert. Anschliel3end wurde
die Konzentration der Bakterien mittels Messung der optischen Dichte (OD)-
Bestimmung bei 405 nm bestimmt. (OD = 0,3 entspricht 1x10® cfu / ml). Zur Infektion
der Monolayer wurde nun eine MOI (,multiplicity of infection) von 0,1, 1 oder 10
Bakterien pro Zelle fur die Infektion des Zelllayers mit der entsprechenden
Bakteriensuspension berechnet, zusatzlich wurde bei den Experimenten zur MOI
Abhangigkeit der Adhasion eine MOI von 1:100 und 1:500 verwendet. Die
Bakteriensuspension wurde auf die Monolayer gegeben und bei 37 °C, 5 % CO, fur die
entsprechende Versuchszeit inkubiert. FUr einige Experimente wurde die berechnete
Bakteriensuspension vor ihrem Einsatz zunachst entweder bei 95 °C fur 30 min Hitze-
inaktiviert bzw. flr 45 min UV-Licht inaktiviert.
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3.3 Der Mikroskopie-basierte Adhasionsassay

Fir die mikroskopische Quantifizierung der Adhasion von M. catarrhalis an Epithelzellen
wurde eine modifizierte von Hu et al., 2001 beschriebene Methode verwandt. Je 1 x 10*
Zellen wurden auf Chamberslides (Glasobjekttrager) gepflanzt und Uber 24- 48 Stunden
im Brutschrank kultiviert, bis sie eine Konfluenz von etwa 50% erreicht hatten.
Anschliessend wurden die Zellen mit M. catarrhalis infiziert und bei 37 °C inkubiert und
nach Pappenheim angefarbt. Die Praparate wurden dann mikroskopisch untersucht und
ausgewertet. Die Auswertung erfolgte durch eine am Mikroskop vorgenommene
Auszahlung der adharenten Bakterien pro Zelle von insgesamt 50 Zellen. Die
Ergebnisse wurden als Mittelwert der adharenten Bakterien /Zelle + Standard

Abweichung angegeben. Alle Experimente wurden dreimal wiederholt.

3.4 Der colony forming unit (cfu)-basierte Adhasionsassay

Der cfu-.basierte Adhasionsassay wurde nach der Beschreibung von Lafontaine et al.,
2000 bzw. Forsgren et al., 2003 durchgefiihrt. Je 5 x 10* Zellen wurden pro Well einer
24 Well-Platte bepflanzt und bis zur Konfluenz der Zellen Uber 2-3 Tage im Brutschrank
kultiviert. 12-15 h vor dem Experiment wurden die Zellen auf antibiotikafreies
Zellkulturmedium umgesetzt. Anschliessend wurden sie mit unterschiedlichen MOI M.
catarrhalis fur eine Stunde inkubiert. Danach wurden die nicht-adharenten Bakterien
durch 5-malige Waschung mit PBS bei Raumtemperatur entfernt. Die Ablésung des
Epithelzelllayers von dem Plattenboden erfolgte durch eine 10-minltige Zugabe von
250 pl Trypsin pro Well. Die Zellen wurden dann in ein Eppendorf-Gefal} pipettiert und
uber 1 Minute bei mittlerer Geschwindigkeit gevortext. Zur Ermittlung der Keimzahl in
der Zellsuspension wurde eine Verdlinnungsreihe erstellt, im Anschlul® je 100 pL der
Verdinnungen auf BHI-Platten ausplattiert und Uber 12 Stunden im Inkubator bebrutet.
Fur die Berechnung der Keimzahl wurden die auf der BHI-Platte gewachsenen
Einzelkolonien ausgezahlt und mit dem Verdunnungsfaktor multipliziert. Aus den
Werten wurden Mittelwerte errechnet und als cfu/ Well dokumentiert. Alle Versuche

wurden dreimal wiederholt.

25



3.5 Der Autoaggregationsassay

Uber Nacht auf brain heart infusion (BHI) Agar kultivierte M. catarrhalis Kolonien
wurden abgeldst und in 2 ml PBS resuspendiert. Anschliessend wurde mittels OD
Bestimmung in mehreren 15 ml Falcon Rohrchen Bakteriensuspensionen mit gleicher
Bakterienanzahl zugegeben, die initial auf eine OD4gs = 1.0-1.2;~ 108-10° Zellen/ml
abgeglichen waren. Diese Losungen wurden bei 37 °C unter einer 5% CO, Atomsphare
inkubiert. Um Autoaggregation quantitativ zu bestimmen, wurde aus jedem Rohrchen zu
einem der Zeitpunkte 0, 30, 60, 120 und 180 min. je 1ml der Uberstadnde abgenommen
und die OD4p5 bestimmt. Die Auswertung erfolgte mittels der Dokumentation der ODg4os
Anderung Uiber der Zeit. [Zhang, P. et al. 2004]

3.6 Der Fluoreszenz -basierte Adhasionsassay

Zur Quantifizierung der Adhasion von M. catarrhalis an Epithelzellen wurde von uns
eine neue Methode unter Verwendung des LiCor® Verfahrens etabliert. Zunachst
wurden 1 x 10* Zellen pro Well einer 48 Wellplatte bepflanzt und bis zur Konfluenz der
Zellen bei 37°C bebrutet. M. catarrhalis wurde 12 h vor dem Experiment auf eine
Agarplatte ausgestrichen und im Brutschrank inkubiert. Am Tag der Untersuchung
wurden die Bakterien in dem Zellkulturmedium resuspendiert. Nach Bestimmung der
OD, wurde eine Bakteriensuspension in entsprechender Konzentration hergestellt und
bei einer MOI von 0.1, 1 und 10 Bakterien/Zelle in jedes Well zugesetzt. Anschliessend
erfolgte die Inkubation Uber 1 h bei 37 °C. Nach 5-maligem Waschen mit PBS bei
Raumtemperatur wurden die nicht-adharenten Bakterien abgewaschen und die Platte
mit (PFA) Losung fur 10 min. fixiert. Zum Abblocken von unspezifischen
Antikorperbindungen wurden die Zellen fur eine Stunde mit dem Odyssey Blockpuffer
und einem Zusatz von 0,05% Tween 20 fur 1 h Uberschichtet. Danach erfolgte die
einstlindige Inkubation unter Zusatz des primaren Antikérpers Mab 24B5 (1ug/ml).
Dadurch sollten die adharenten Bakterien auf der Oberflache der Zellschicht detektiert
werden. Anschliessend wurde der Antikorper durch dreimaliges Waschen mit PBS
entfernt und es erfolgte die Detektion des primaren mit einem sekundaren Antikorper,
der mit IRDye 800 markiert ist (Anti-Mausantikdrper). Als nachstes wurde der Antikdrper
durch dreimaliges Waschen von der Zellschicht mit PBS entfernt. Fur die Visualisierung
der Epithelzellen wurden die Zellen mit dem die Zelle permeabilisierenden Nukleinsaure
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Farbstoff SYTO 63 (IRDye 700, Verdunnung 1:10000) fur 20 min. inkubiert und
anschliessend 2 x mit PBS gewaschen. Die Intensitat der Fluoreszenz Emission des mit
IRDye 800 markierten Antikdrpers und von Syto 63 wurde gleichzeitig visualisiert unter
Verwendung von zwei verschiedenen Fluoreszenz-Kanalen bei A = 700 nm und 800 nm
durch das Odyssey™ Infrared Imaging System visualisiert. Die relative
Fluoreszenzintensitat (RFI) wurde berechnet aus dem Verhaltnis der Intensitat der
Fluoreszenz-Emmission des IRDye 800 Antikdrpers zu der Intensitat der Fluoreszenz-
Emmission des IRDye 700/SYTO 63 Farbstoffes. Das Signal des IRDye 800
reprasentiert die Anzahl der markierten adharenten Bakterien, das Signal des IRDye
700/SYTO 63 reprasentiert die Flache des konfluenten Epithelzelllayers. Die Intensitat
der adharenten M. catarrhalis wurde berechnet durch das Verhaltnis der integrierten
Signalintensitaten (ISIl) (Peak-Flachen) der Emmissionssignale bei 680 und 780 nm.

Alle Versuche wurden dreimal durchgefuhrt.

Odessey infrared imaging system von LiCor
Inc. besitzt zwei IR Detektionskanale deren
Strahlenverlauf durch einen halbdurchlassigen

Spiegel C getrennt wird und dann von den

zwei IR Detektoren D registriert.  (Graphik
entnommen der Dokumentation des

Herstellers (LiCor Inc).

Gemessen wird die Signalintensitat des fluoreszierenden Lichts, das der Farbstoff
abstrahlt. Im LiCor-Gerat wird die Signalintensitat durch einen Detektor gemessen und
als RFI-Wert angezeigt. (relative Fluorescence Intensity), d. h. die integrierte
Fluoreszenz-Intensitat des IRdye800 (reprasentiert die Bakterien) bezogen auf die
integrierte Fluoreszenz-Intensitat des IRdye700 (reprasentiert die

bronchialepithelzellen).
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3.7 Konfokalmikroskopie von M. catarrhalis Adhasion an die Epithelzellen

Mittels Konfokalmikroskopie wurde die Morphologie der adharenten Bakterienkolonien
und der Epithelzellen visualisiert. 1 x 10* BEAS-2B Zellen wurden vor dem Experiment
auf Glasplattchen in einer 24Well Platte ausgesaht und bebrttet. Nach Erreichen der
Konfluenz wurden sie mit unterschiedlichen Bakterienkonzentrationen infiziert und Uber
eine Stunde inkubiert. Nach 5-maligem Waschen mit PBS wurden die Zellen fur 20 min.
mit 3% Paraformalaldehyd Loésung fixiert und erneut dreimal mit PBS gewaschen. Die
Zellen wurden flr 30 min. mit PBS plus Zusatz von 5% unspezifischem Serum, 1% BSA
und 0,05% Tween 20 Uberschichtet, um unspezifische Bindungen von Antikdrpern an
die Zellen zu blockieren. Die Inkubation des primaren Antikorpers (Mab 24B5,
Verdlinnung 1ul/ml) erfolgte Uber Nacht bei 4°C. Die Zellen wurden dann in PBS
gewaschen und mit dem entsprechenden sekundaren Antikérper (F(ab), goat anti-
mouse Alexa 488 conjugated Antibody, Molecular Probes) in einer Verdinnung von
1:6000 Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Zellen mit PBS gewaschen
und es wurde eine F- Actinfarbung des Zytoskeletts [Erickson H. P. 2001] durchgefihrt
mit dem Phalloidin Farbstoff Alexa 546 (Molecular Probes) in einer Verdinnung von
1:200 far 30 min. Eine Kontrollfarbung wurde ohne Inkubation mit dem primaren
Antikorper durchgefuhrt. Die Auswertung und die Fotodokumentation erfolgte mit einem

Laser Scanning Mikroskop LSM 5 Pascal.

3.8 Statistische Auswertungsmethode

Die two-way ANOVA Methode wurde verwendet um die Effekte des Odyssey blocking
Puffers, der MOI der hinzugefugten M. catarrhalis pro Well, der Detektionsmethoden
und der Konzentration der Bakterien pro Well zu bestimmen. Bei Auftreten von
signifikanten Unterschieden wurden die Mittelwerte mit der one-way ANOVA Methode
verglichen, um sowohl die Effekte der Detektionsmethoden fur jede hinzugefugte
Bakterienkonzentration als auch die Effekte der hinzugefugten
Bakterienkonzentrationen fur jede Detektionsmethode zu bestimmen. Die one-way
ANOVA Methode wurde ausserdem verwendet, um die Adhasion von M. catarrhalis bei
unterschiedlichen Bakterienkonzentrationen miteinander zu vergleichen. Bei einem p-

Wert (p<0.05) wurde eine statistische Signifikanz angenommen. Um die Variation der
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einzelnen Untersuchungsergebnisse des cfu-basierten Assays und des Mikroskopie-
basierten Assays zu quantifizieren, wurde die Adhasion von M. catarrhalis an den
Zellen bei unterschiedlichen Bakterienkonzentrationen in jeweils drei verschiedenen
Experimenten bei jeweils doppelten Versuchsansatz wiederholt Der
Variationskoeffizient in Prozent wurde fur verschiedene Assays berechnet. (SD% =
Standardabweichung x 100/Mittelwert; engl.: standard deviation). Die Fehlerbalken der
Balkendiagramme in den graphischen Darstellungen entsprechen dem Mittelwert +/- SD

von drei unabhangigen Experimenten.

4 Ergebnisse

4.1 Quantifizierung der Adhasion von verschiedenen M. catarrhalis Stammen an
die BEAS-2B Zellen mittels dem cfu-basierten und dem Mikroskopie-
basierten Adhasionsassay

Um einen Vergleich der Ergebnisse des Mikroskopie-basierten Adhasionsassays mit

dem cfu-basierten Adhasionsassay zu ermoglichen, wurde mit beiden Assays eine

Quantifizierung der Adhasion der M. catarrhalis Stamme ATCC 25238 und O35E an der

pulmonalen Epithelzellinie BEAS-2B unter gleichen Stimulationsbedingungen

durchgefuhrt. Um eine Vergleichbarkeit der eingesetzten Bakterienmenge pro Zelle zu
erzielen, wurde die MOI (Multiplicity of Infection) berechnet. Mit der MOI, der

Vielfachheit der Infektion, wird das zahlenmaRige Verhaltnis von infektiosen Agenzien

wie Bakterien zu deren Zielzellen beschrieben. Fur die Infektion der Zellen wurde die

MOI dieser Kultur berechnet, indem die Konzentration der Bakterien in der Suspension

in cfu/ml durch die Anzahl der Zellen pro Well (Vertiefung in einer Zellkulturplatte)

dividiert wurde. Beispielsweise wurden bei einer MOI von 1 zur Infektion 1 x 10° cfu/ml

Bakterien eingesetzt, wenn pro Well 5 x 10° Zellen gezahlt wurden und 500 pl

Bakteriensuspension in Zellkulturmedium eingesetzt werden.

Die Resultate, die mit dem Mikroskopie-basierten Assay erzielt wurden zeigten, dass

die Adhasion der M. catarrhalis Stamme O35E und ATCC 25238 an den BEAS-2B

Zellen von der Dosis der eingesetzten Bakterien (MOI) abhangig ist (Abb. 2A und 2B).

Mit Erhdhung der MOI erhdhte sich auch die Zahl der adharenten Bakterien und

erreichte ein Plateau bei einem MOI von 100. Bei dieser MOI wurde ein Durchschnitt

von 39.9 +/- 3,4 Bakterien von Stamm O35E, und 34,5 +/- 2,8 Bakterien von Stamm
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ATCC 25238 pro BEAS-2B Zelle gezahlt. Der Variationskoeffizient (VK) der fur die
Ergebnisse von insgesamt drei unhabhangigen Messungen der Adhasion der M.
catarrhalis Stamme ATCC 25238 und O35E berechnet wurde, lag bei einer Infektion mit
M. catarrhalis mit einer MOI von 1:100 bei 8,2 % bzw. 8,4%. Da bei dieser Methode die
Quantifizierung der Bakterien durch die mikroskopische Auszahlung der adharenten
Bakterien pro Zelle erfolgt, erfordert dieses eine einschichtige, lediglich subkonfluente
Zellschicht, Konfluenz 50-60%, um die einzelnen Epithelzellen fur die Auszahlung
voneinander differenzieren zu kénnen. Bei einer vollstandig konfluenten Zellschicht ist

die Unterscheidung der einzelnen Zellen nicht mehr maoglich.

Die Resultate des cfu-basierten Assays bestatigten die dosisabhangige
Adhasionsfahigkeit des M. catarrhalis Stamm O35E an die BEAS-2B Zellen (Abb. 2B).
Im Vergleich zu den Ergebnissen des Mikroskopie-basierten Adhasionsassays (Abb.
2A) zeigten die Resultate des cfu-basierten Assays fur die Adhasion des ATCC 25238
Stammes allerdings deutlich grossere Abweichungen zwischen den einzelnen
Messungsergebnissen. Im Falle der mit dem cfu-basierten Adhasionsassays
gewonnenen Ergebnisse gab es auch einen signifikanten Unterschied zwischen der
Variationsbreite der einzelnen Messwerte in Abhangigkeit von dem untersuchten
Bakterienstamm. Dabei war die Variationsbreite und der dazu berechnete
Variationskoeffizient der Messergebnisse der Adhasion des ATCC 25238 Stamm im
Vergleich zu dem O35E Stamm signifikant grosser (Abb. 2B). Durch diese grosse
Variationsbreite zwischen den einzelnen Messwerten, ist die Aussagekraft der
Ergebnisse fur den ATCC 25238 Stamm durch dieses Verfahren deutlich
eingeschrankt.

Um auszuschlielen, dass die Trypsinbehandlung und/oder das ,vortexen® (mischen)
einen schadigenden Effekt auf die Bakterien gehabt haben konnte, mdglicherweise
diese dadurch abgetotet wurden, und damit den Effekt bedingt haben konnten, haben
wir beide in BEAS-2B Medium suspendierte Bakterienstamme einmal mit und einmal
ohne  Trypsinbehandlung und mit bzw. ohne ,vortexen® auf ihre
Wachstumseigenschaften hin untersucht. Nach dem Auftragen der bakteriellen
Suspension auf BHI Agarplatten haben wir keine signifikanten Unterschiede der
Wachstumseigenschaften (Anzahl der cfu/ml) zwischen beiden unterschiedlich

behandelten Bakteriensuspensionen (mit und ohne Trypsinbehandlung) gefunden.
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Deshalb ist ein Effekt der Trypsinbehandlung auf die Bakterienstdmme auszuschliessen
(Daten nicht gezeigt).
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Abb. 2 Quantifizierung der Adhasion unterschiedlicher M. catarrhalis Stamme an BEAS-2B Zellen mit
dem Mikroskopie-basierten (A) und dem cfu-basierten (B) Adhasionsassay.
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Abb. A: Adharente Bakterien (M. catarrhalis Stamm O35E oder ATCC 25238) gemessen als gezahlte
Bakterien pro Zelle nach Inkubation der BEAS-2B Zellen bei den gezeigten Bakterienkonzentrationen
(MOI 0,1 —500) Abb. B: Adharente Bakterien (M. catarrhalis Stamm O35E oder ATCC 25238 gemessen
als cfu/Well nach Inkubation der BEAS-2B Zellen bei den gezeigten Bakterienkonzentrationen (MOI 0.1 —
500) Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

4.2 Autoaggregation und unterschiedliche Adhasionsmuster der M. catarrhalis
Stamme ATCC 25238 und O35E, mit BEAS-2B Zellen inkubiert

Es wurde beschrieben, dass bei der Anwendung des cfu-basierten Assays aufgrund
des Phanomens einer bakteriellen Autoaggregation die reale Menge der adharenten
Bakterien hoher sein kann, als die tatsachlich gemessene. [Blay Le et al. 2004]. Dabei
bezeichnet die Autoaggregation die Bildung von multizellularen Bakterien-Clustern in
reinen Bakteriensuspensionen, die durch Interaktionen und Zusammenlagerung der

Bakterien untereinander entstehen [Donnenberg und Whittam 2001].

Daher stellten wir die Hypothese auf, dass die verschiedenen M. catarrhalis-Stamme
O35E und ATCC 25238, eine unterschiedlich stark ausgepragte Autoaggregation
aufweisen, was die Unterschiede in der Variationsbreite der Messergebnisse zwischen
diesen beiden Stammen erklaren kdnnte.

Um unsere Hypothese eines unterschiedlichen Autoaggregationsverhaltens beider M.
catarrhalis Stammen zu Uberprufen, wurden die Bakterienstamme von O35E und ATCC
25238 in einem Medium suspendiert und die ODg4s (Optische Dichte bei einer
Wellenlange von 405 nm) Uber die Zeit dokumentiert. Eine schnelle Abnahme der OD4ps
uber die Zeit ist hinweisend auf ein starkes Aggregationsverhalten der
Bakterienstamme, die sich am Boden des Gefalles zu Clustern zusammenlagern. Bei
beiden Stammen war eine deutliche Abnahme der OD4gs Uber die Zeit und damit eine
vergleichbar starke Autoaggregationsfahigkeit zu beobachten siehe Abb. 3. Somit
konnte eine unterschiedlich stark ausgebildete Autoaggregation als Ursache des
Unterschiedes der Varianzbreite der Ergebnisse zwischen den Stammen

ausgeschlossen werden.
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Abb. 3 Gezeigt ist die jeweilige Autoaggregationsfahigkeit der M. catarrhalis Stamme O35E und ATCC

25238 in Suspension durch Messung der optischen Dichte der Suspensionslésung Uber die Zeit.

Bei dem Mikroskopie-basierten Adhasionsassay, durch den nicht nur die Anzahl der
Bakterien, sondern auch die Morphologie der adharierenden Bakterien auf den Zellen
beurteilt werden kann, konnten wir Bakterienstamm- abhangige Unterschiede in den
Adhasionsmustern der Bakterien auf der Oberflache der Epithelzellen zwischen den
Stammen ATCC 25238 und O35E beobachten. Der Stamm ATCC 25238 zeigte dabei
eine deutliche Tendenz auf den Epithelzellen grossere Aggregate, bestehend aus vielen
Bakterien zu bilden, wohingegen der O35E Stamm ein diffuseres Adhasionsmuster an
der Oberflache von BEAS-2B Zellen zeigte.

Um den Unterschieden bei der Variationsbreite der Messergebnisse fur die
Quantifizierung der M. catarrhalis Stamme an BEAS-2B Zellen, die im cfu-basierten
Assay gemessen wurden weiter nachzugehen, haben wir dieses Phanomen maoglicher
Unterschiede in den Adhasionsmustern der M. catarrhalis Stamme mittels
Konfokalmikroskopie naher untersucht. Nach einstindiger Inkubation mit M. catarrhalis
fanden wir, dass der Bakterienstamm O35E diffus auf den Epithelzellen verteilt an der
Zelloberflache der BEAS-2B Zellen adharierte (Abb. 4A), wohingegen der
Bakterienstamm ATCC 25238 ein anderes Bindungsmuster an der Epitheloberflache

zeigte. Hier fanden sich vermehrt traubenartige Zusammenlagerungen der Bakterien
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(Bakterienaggregate) auf der Oberflache der Zellen (Abb. 4B). Die Ausbildung dieser
Bakterienaggregate auf der Oberflache der Zellen fihrt wahrscheinlich dazu, dass wenn
diese suspendiert und dann auf Agar aufgetragen werden, eine verringerte Anzahl von
zu zahlenden Kolonien auf der Agarplatte wachsen und es ausserdem zu einer
grosseren Streubreite kommt. Unsere Daten geben daher einen deutlichen Hinweis
daflr, dass der Unterschied in den Adhasionsmustern zwischen den beiden Stammen
von M. catarrhalis an die Epithelzelloberflache die Ursache dafir sein konnte, dass
beim cfu-basierten Assay fir den Stamm ATCC 25238 eine reduzierte Adhasion und
eine erhohte Variation zwischen den Ergebnissen mit einem erhohten

Variationskoeffizient bis zu 80% gemessen wurden.

100 pm

Abb. 4A
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Abb. 4: Die beiden konfokalmikroskopischen Aufnahmen zeigen die unterschiedlichen Adhasionsmuster
der M. catarrhalis Stdmme O35E (A) und ATCC 25238 (B) an BEAS-2B Zellen nach einstiindiger
Inkubation. Die M. catarrhalis Stdmme sind grun gefarbt, das F-Actin des Zytoskelett der BEAS-2B Zellen
wurde rot gefarbt. Abb. A: Die Bakterien des O35E Stamms zeigen ein diffuses Adhasionsmuster mit
einer relativ gleichmafigen Verteilung der adharenten Bakterien auf der Zelloberflache. Abb. B: Die

adharenten Bakterien des ATCC 25238 Stamms bilden vermehrt multizellulare Aggregate.

4.3 Vergleich der Quantifizierung der M. -catarrhalis Adhasion an den
Epithelzelllinien: BEAS-2B, HEp-2 und A549 Zellen mittels des cfu-basierten bzw.
des Mikroskopie-basierten Adhasionsassays

Die Adhasion von M. catarrhalis wurde an humanen Epithelzellen meistens unter

Verwendung der HelLa Sublinie Hep-2 und der Lungenkarzinom Zelllinie A549 als
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Zellkulturmodel untersucht [Aebi et al. 1998, Forsgren et al. 2003, Lafontaine et al.
2000, Lafontaine et al. 1995]. Haufig wurde in diesen Studien die Adhasion an nur einer
Zelllinie  untersucht. Darlber hinaus kolonisiert M. catarrhalis auf der
Bronchialschleimhaut, sodass Zelllinien, die von Bronchialepithel abstammen als in vitro
Model fur Infektionen mit M. catarrhalis von vornehmlicher Bedeutung sind.

Deshalb untersuchten wir, ob es Unterschiede in der Adhasionfahigkeit von M.
catarrhalis zwischen den verschiedenen hauptsachlich untersuchten Zelllinien und der
Bronchialepithelzelllinie BEAS-2B gibt. Unter Bericksichtigung unserer Ergebnisse
musste dabei auch in Betracht gezogen werden, dass es durch die Verwendung
verschiedener Adhasionsassays, Zelllinien-bedingt zu unterschiedlichen Ergebnissen
kommen konnte. Deshalb quantifizierten wir die Adhasionsfahigkeit beider M.
catarrhalis Stamme an diese verschiedenen Zelllinien unter Verwendung beider
Adhasionsassays (Abb. 5A und B).
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Abb. 5: Darstellung der Quantifizierung der Adhasion der M. catarrhalis Stamme ATCC 25238 (weisse
Saule) und O35E (schwarze Saule) an den Epithelzelllinien BEAS-2B, HEp-2 und A549 gemessen mit
dem Mikroskopie-basierten Adhasionsassay (Abb. 5A) und dem cfu-basierten Adhasionsassay (Abb. 5B).
*P<0.05.

Bei Anwendung des Mikroskopie-basierten Assays gab es fur das Adhasionsverhalten
fur beide Stamme von M. catarrhalis signifikante Unterschiede bei den verwendeten
Zelllinien, BEAS-2B, HEp-2 und die A549 Zellen (Abb. 5A).

Unter Verwendung dieses Assays war die Adhasion von beiden M. catarrhalis Stamme
an HEp-2 und A549 Zellen signifikant geringer, verglichen mit der Menge der
adharenten Bakterien an den BEAS-2B Zellen.

Wahrend 39,9 + 3,4 Bakterien / Zelle von Stamm O35E und 34,5 + 2,8 Bakterien von
Stamm ATCC 25238 an BEAS-2B adharierten, adharierten ungefahr 75% weniger M.
catarrhalis an HEp- 2 Zellen (Abb. 5A). Die Bakterien des M. catarrhalis Stammes O35E
an die HEp-2 Zellen betrug 11,6 + 1,8 Bakterien / Zelle und der Mittelwert fur Bakterien
von Stamm ATCC 25238 an die HEp-2 Zellen betrug 5,6 + 2,3 Bakterien/ Zelle (Abb.
5A). Die Adhasion von Bakterien beider M. catarrhalis Stamme an die A549 Zellen war
verglichen mit der Adhasion an den BEAS-2B Zellen um 85% reduziert. (Adharenz von
M. catarrhalis Stamm O35E 4,4 + 1,7Bakterien/ A549 Zelle, und Stamm ATCC 25238:
1,7 + 1,8 Bakterien/ A549 Zelle) (Abb. 5A).

37



In einer weiterflhrenden Untersuchung konnten wir ausschlieRen, dass die
Unterschiede  des  Adhasionsverhaltens der  Bakterien auf  veranderte
Wachstumseigenschaften der Bakterien im Kulturmedium zurtckzufuhren war. Dieses
wurde gepruft, indem gleiche Konzentrationen von Bakterien in den unterschiedlichen
Zellkulturmedien suspendiert wurden. Die Bakteriensuspensionen wurden anschliel3end
fur 4 Stunden inkubiert. AnschlielRend wurden je 100ul Bakteriensuspension auf einer
Agarplatte ausgestrichen und tUber 12 Stunden inkubiert. Das Wachstum der Bakterien,
gemessen in cfu/ml war fur alle drei Kulturmedien vergleichbar und wies keine
Unterschiede auf (Daten nicht gezeigt).

Demgegenuber gab es bei Anwendung des cfu-basierten Adhasionsassays keinen
signifikanten Unterschied bezuglich der Adhasionsfahigkeit beider M. catarrhalis
Stamme an allen drei Zelllinien (Abb 5B). Allerdings zeigte sich auch bei den
Messergebnissen des cfu-basierten Assays dieser Versuchsreihen wieder die hohe
Varianz der Versuchsergebnisse des ATCC 25238 Stammes, sodass hier die
Aussagekraft der Ergebnisse eingeschrankt wird.

Zusammenfassend lasst sich an dieser Stelle sagen, dass der cfu-basierte
Adhasionsassay sowie auch der Mikroskopie-basierte Assay methodisch bedingte
Limitationen zeigten, die jeweils die Validitat der Messergebnisse einschrankten.

Daher entwickelten wir einen Fluoreszenz-basierten Adhasionsassay, der spezifische
Antikorper fur M. catarrhalis verwendet, welche eine genaue Quantifizierung der

Adhasion von M. catarrhalis am konfluenten Epithelzellmonolayer erlaubt.

4.4 Validierung des Fluoreszenz-basierten Adhasionsassay
Um die Einschrankungen des Mikroskopie-basierten und cfu-basierten Assays zu
uberwinden, entwickelten wir einen neuen Adh&sionsassay mit einem neuen
Messprinzip.
Der Fluoreszenz-basierter Adhasionsassay sollte folgende Bedingungen erfillen:
o Die bakterielle Adhasion sollte auf konfluenten Monolayer bestimmt werden.
o Die Quantifizierung der bakteriellen Adhasion sollte auf die epitheliale
Zelloberflache bezogen werden konnen.
o Die Adhasionsmessung sollte nicht auf der Bestimmung von colony forming units
/Well beruhen, sodass das Ergebnis nicht durch eine mogliche Bildung von
Zell/Bakterienaggregaten verfalscht wird.

38



o Ausserdem sollte die Bestimmung der Adhasion von abgetoéteten Bakterien oder
Bakterienbestandteilen mdglich sein, weil das Testprinzip nicht auf der Viabilitat

der Bakterien beruht.

Das Messprinzip dieses neuen Assays basiert auf der quantitativen immunchemischen
Detektion der adharenten Bakterien durch eine sogenannte ,Double-Sandwich,
Immundetektion unter Verwendung eines spezifischen primaren Antikdrpers, der gegen
das Oberflachenmembranproteine UspA1 von M. catarrhalis gerichtet ist, der Uber
einen Fluoreszenz-markierten sekundaren Antikorper Zweitantikdrper nachgewiesen
wird. Abbildung 6 zeigt den schrittweisen Aufbau eines solchen ,Sandwiches”.

In dieser Arbeit wurde eine neuere Methode der Detektion der gebundenen Antikorper
mittels eines Li-Cor Odyssey™ Gerat angewandt. In dieser Methode diente der Antigen-
spezifische Erstantikdrper der ldentifikation des gesuchten Proteins und wurde dann
durch einen sekundaren fluoreszenzmarkierten Zweitantikorper direkt Uber
Fluoreszenzanregung mittels eines Diodenlasers detektiert. Zur Durchfuhrung des
immunchemischen Nachweises wurden die Epithelzellen zunachst mit M. catarrhalis
uber 1 h infiziert und 5 mal mit PBS gewaschen. Dieser Schritt ist mit der Infektion der
Zellen im Rahmen des cfu-basierten und des Mikroskopie-basierten Assays
vergleichbar. Anschliessend wurden die Zellen mit PFA 3% fixiert und gewaschen und 1
h bei Raumtemperatur unter leichtem Schutteln mit Blockierungslésung (Li-Cor Blocking
Buffer, 1:2 mit PBS) versetzt, um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen. Nach der
Inkubation der Membran fur 60 min. bei Raumtemperatur mit einer Verdiunnung des
Erstantikdrpers in Blockierungslosung, zusatzlich versetzt mit 0,25%-TWEEN-20,
wurden die nicht gebundenen Antikorper durch viermaliges Waschen fur 5 min. mit PBS
entfernt. Die Reaktion mit dem Zweitantikérper erfolgte anschlief3end in einer 1:1000
Verdlinnung in gleicher Blockierungspuffer-Zusammensetzung wie bereits beim
Erstantikorper beschrieben. Wiederum wurden unspezifisch gebundene Antikorper
durch viermaliges Waschen fur 5 min. mit PBS entfernt. Im Anschluss wurde die
Fluoreszenz auf der Nitrozellulosemembran mit Hilfe des Odyssey™ Scanners
angeregt, gemessen und anschlieliend mit der dazugehdrigen Software ausgewertet.
Um die gemessenen Signalintensitaten mit einem Mass fur die epitheliale Oberflache
ins Verhaltnis setzen zu konnen, sollten die Epithelzellen mit einem Farbstoff

gleichmassig angefarbt werden, der Licht einer weiteren Wellenlange emittiert, was bei
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gleichzeitiger Detektion durch einen zweiten Kanal des LiCor Gerates gemessen
werden kann.

Dafur wurden der Fluoreszenz gelabelte Farbstoffe Phalloidin zur Anfarbung von Aktin
und der rot-fluoreszierende Eukaryoten-spezifisch bindende Nukleinsaurefarbstoff
SYTO 63 getestet.

Da Stimulationen der Zellen Anderungen des Zytoskeletts bzw. auch der Zellform
bewirken kdnnen, sollte zunachst gepruft werden, ob sich nach Einsatz der Farbstoffe
die Farbintensitat der Zellen im Anschluss an Stimulationen andern. Zytoskeletale
Veranderungen wurden durch Inkubation der Zellen mit dem, die Mikrofilament
zerstorende Substanz, Cytochalasin D (10mM) induziert. Um auszuschlie3en, dass es
durch eine Stimulation mit einem pro-inflammatorischen Stimulus zu Veranderungen
des Farbesignals kommt, haben wir die Zellen nach einer Inkubation mit Tumor
Nekrose Faktor (TNF)a (50uM) und nach einer Infektion der Zellen mit M. catarrhalis bei
unterschiedlichen MOI untersucht. Nach diesen verschiedenen Vorbehandlungen zeigte
sich, dass sich die Signalintensitaten der Epithelzellen, die mit Phalloidin markiert
worden waren deutlich abschwacht, wahrend die gleichermassen vorbehandelten
Zellen, die mit Syto 63 gefarbt worden waren, vor und nach der Stimulation keine
Signalunterschiede zeigten (Daten nicht gezeigt). Daher ist Syto 63 als
Markierungssubstanz der Epithelzelloberflache gut geeignet und wurde zur Bestimmung
der Zelloberflache/Well in den nach folgenden Experimenten verwendet. Die jeweiligen
Signalintensitaten der adharierenden Bakterien wurden daraufhin auf das Syto 63
Signal normalisiert.
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Abb. 6: Messprinzip der Quantifizierung von adharenten Bakterien mittels Immundetektion des M.
catarrhalis spezifischen Oberflachenmembranproteins UspA1. Die am konfluenten Epithelzelllayer
gebundenen Bakterien werden mittels spezifischem Antikdrper detektiert und mit einem sekundaren

Fluoreszenz- gelabelten Antikdrper markiert.

4.5 Bestimmung der Adhéasion von M. catarrhalis an BEAS-2B Zellen mittels des
Fluoreszenz-basierten Adhasionsassays

Anschliessend untersuchten wir die dosisabhangige Adhasion der M. catarrhalis
Stamme O35E und ATCC 25238 an die BEAS-2B Zellen durch Anwendung dieses
neuen Fluoreszenz-basierten Adhasionsassays (Abb. 7A und 7B). Nach der Inkubation
mit beiden M. catarrhalis Stammen kam es zu einer signifikanten Erhéhung des RFI
(relative fluorescence intensity) Wertes mit ansteigender Bakteriendosis und war bei
einem MOI von 100 fur beide M. catarrhalis Stamme um das 3-fache verglichen mit
dem Kontrollwert angestiegen (Abb. 7A und 7B). Ausserdem war die Variabilitat der
Messergebnisse pro Versuchsreihe fur beide Stamme vergleichbar. Der dafur
errechnete Variationskoeffzient (VK) betrug fur den Stamm O35E 34% bzw. fur den
Stamm ATCC 25238 27%.

Anschlielend wurde die Zeitabhangigkeit der Adhasion von beiden M. catarrhalis
Stammen an BEAS-2B Zellen untersucht. Wie in Abb. 7C dargestellt kam es eine
Stunde nach Inkubation zu einem Maximum des Signals der adharierenden Bakterien
fur beide Stamme an die BEAS-2B Zellen. Danach zeigte sich keine signifikante weitere
Zunahme der Adhasion bis 12 h nach der Infektion. Weiterhin untersuchten wir durch
Anwendung des neuen Fluoreszenz-basierten Assays die Adhasionsfahigkeit von M.
catarrhalis an den verschiedenen Epithelzellen HEp-2, BEAS-2B und A549. Nach
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einstundiger Inkubation mit den Bakterien gab es keinen signifikanten Unterschied in

der Adhasionsfahigkeit von M. catarrhalis zwischen den drei Zelllinien (Abb. 7D).

Um einen Vergleich der Ergebnisse der verschiedenen Adhasionsassays zu
ermdglichen, wurden fur die Adhasionsmessungen von M. catarrhalis an die BEAS-2B
Zellen wieder dieselben Stimulationsbedingungen unter Verwendung gleicher MOI
eingesetzt.

(Die linearen Korrelationskoeffizienten der direkten Korrelation zwischen beiden
Methoden, der Fluoreszenz-basierten und der Mikroskopie-basierten wurden aus den
Messdaten berechnet. (R2 fir O35E = 0.822 [R=0.90] und R? fiir den ATCC 25238
Stamm = 0.68 [R=0.82]
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Abb. 7: Quantifizierung der Adhasion von M. catarrhalis an Epithelzellen visualisiert und quantifiziert
mittels des Fluoreszenz-basierten Adhasionsassays A) Die BEAS-2B Zellen wurden mit M. catarrhalis
infiziert und die adharenten Bakterien wurden visualisiert und quantifiziert durch Immundetektion unter
Verwendung des Odyssey infrared imaging system. B) Reprasentative Fluoreszenzbilder der adharenten
Bakterien an konfluenten BEAS-2B Zellmonolayer. C) Zeitlicher Verlauf der Adhasion von M. catarrhalis
an konfluente BEAS-2B Zellmonolayer (MOI 1:100 far 30 min., 1, 4, 8, 12 h) Quantifizierung wie A. C)
Vergleich der Adhasionsfahigkeit von M. catarrhalis an die Epithelzelllinien BEAS-2B, HEp-2 und A549.

4.6. Vergleich der Ergebnisse der drei Adhasionsassays

Um einen Vergleich der Ergebnisse der verschiedenen Adh&asionsassays zu
ermdglichen, wurden fur die Adhasionsmessungen von M. catarrhalis an die BEAS-2B
Zellen wieder dieselben Stimulationsbedingungen unter Verwendung gleicher MOI
eingesetzt. Um die Ergebnisse des Fluoreszenz-basierten Assays mit denen des
Mikroskopie-basierten Assays zu vergleichen, wurden die linearen
Korrelationskoeffizienten der direkten Korrelation zwischen den Resultaten beider
Methoden, der des Fluoreszenz-basierten und des Mikroskopie-basierten aus den
Messdaten  berechnet. Der Korrelationskoeffizent R?  betrug fir  die
konzentrationsabhangige Adhasion von M. catarrhalis Stamm O35E = 0.822 [R=0.90]
und fir den ATCC 25238 Stamm R? = 0.68 [R=0.82]. Damit konnte zwischen den
Ergebnissen beider Methoden ein signifikanter positiver linearer Zusammenhang

nachgewiesen werden.
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Um den Schwellenwert fur den Fluoreszenz-basierten Assay zu bestimmen, wurde die
relative Fluoreszenzintensitat (RFI) fur verschiedene Infektionskonzentrationen der M.
catarrhalis pro Zelle verglichen. Bei einer MOI von 0.1 fanden wir keinen signifikanten
Unterschied zur Kontrolle, wohl aber gab es bei einer MOI von 0.1 im Vergleich zu einer
MOI von 1 einen signifikanten Unterschied im RFI Wert. Die Resultate des Mikroskopie-
basierten Assays hatten ergeben, dass bei einer MOI von 0,1 durchschnittlich 0,3
Bakterien je Stamm /Zelle adharierten und bei einer Infektionsdosis von MOI= 1
durchschnittlich 1 Bakterien/Zelle fur 035E und 0.98 fir ATCC 25238 pro BEAS-2B
Zelle adharierten. Aus diesen Daten lasst sich abschatzen, dass der Schwellenwert fur

den Fluoreszenz-basierten Assay bei 1 Bakterium/Zelle liegt.

4.7 Vergleich der Adhasion der UspA1-defizienten M. catarrhalis Mutante O35E.1
und des hitzeinaktivierten O35E Stammes mit der Adhasion des O35E
Wildstammes an BEAS-2B Zellen bestimmt mit allen drei Adhdasionsassays

Alle drei Methoden wurden angewandt und miteinander verglichen (Abb. 8). Die
Anwendung des Fluoreszenz-basierten Assays ist limitiert auf Adhasionsexperimente
mit M. catarrhalis Stammen die UspA1 exprimieren, da die Bakterien mit Hilfe eines
spezifischen Antikérpers gegen UspA1 detektiert werden. Um einen alternativen
spezifischen Antikorper zur M. catarrhalis Detektion zu finden, testeten wir Mab 8E7
gerichtet gegen M. catarrhalis LOS und den anti-MID"%°"3Antikérper, der gegen das
IgD-bindende Protein von M. catarrhalis (MID) gerichtet ist. Aber beide zeigten ein
signifikantes unspezifisches Hintergrundsignal auf Epithelzellen und konnten deshalb
nicht fur diesen Zweck verwendet werden. Daten nicht gezeigt.

Um die Spezifitat des Antikdrpers Mab 24B5 zu bestatigen, wurde die
Adhasionsfahigkeit der UspA1 defizienten M. catarrhalis Mutante O35E.1 an die BEAS-
2B Zellen mit dem Wildtyp-Stamm O35E verglichen. Weil wir den anti-UspA1
spezifische primaren Antikorper Mab 24B5 fur die spezifische Detektion von M.
catarrhalis bei dem Fluoreszenz-basierten Assay verwendeten, konnten bei diesem
Assay Bakterien vom Stamm O35E.1 nicht detektiert werden, was gleichzeitig auch
dessen Spezifitat bewies (Abb. 8). Bei der Anwendung von sowohl des Mikroskopie-
basierten als auch des cfu-basierten Assays konnten wir keinen Unterschied zwischen
Wildtyp und Mutante bezuglich der Adhasion der Bakterien an die BEAS-2B Zellen
finden (Abb. 8).
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Um den moglichen Einfluss bakterieller Oberflachenproteine auf die Adhasionsfahigkeit

zu untersuchen, inkubierten wir BEAS-2B Zellen mit einem hitzeinaktivierten O35E

Stamm. Die erhaltenen Resultate unter Verwendung aller drei Assays zeigen, dass

Hitzeinaktivierung zum vollstandigen Verlust der Bindungsfahigkeit von M. catarrhalis

an BEAS-2B Zellen fuhrt. Da Hitzeeinwirkung Uberwiegend eine Denaturierung von

proteinhaltigen Strukturen zur Folge hat, lasst sich vermuten, dass die bakteriellen

adhasiven Proteine mal3geblich an der Adhasion von M. catarrhalis beteiligt sind (Abb.

8). Die Adhasion der hitzeinaktivierten Bakterien an Epithelzellen konnte nicht mittels

des cfu-basierten Assays untersucht werden, weil dieser Assay lebende Bakterien zur

Koloniebildung bendtigt.
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Abb.8: Charakterisierung der Adhasionsfahigkeit der UspA1-defizienten Mutante des M. catarrhalis
Stamms O35E.1 und dem Hitze-inaktivierten M. catarrhalis Stamm O35E (HI) durch den Mikroskopie-

basierten , den cfu-basierten und den Fluoreszenz-basierten Adhasionsassay im Vergleich zum Wildtyp

O35E. Die adharenten Bakterien wurden quantifiziert durch Anwendung aller drei Adhasionsassays und

die Werte wurden bezogen auf die Adhasionsintensitat des O35E Stamms, der auf 100% gesetzt wurde.

Hitze-inaktivierte Bakterien konnten nicht mit dem cfu-basierten Assay untersucht werden, da dieses

Assay lebende Bakterien zur Kolonienbildung benétigt. * p> 0,05
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5 Diskussion

5.1 Die Bedeutung der Adhasion des pathogenen Keims (M. catarrhalis) an den
humanen Respirationstrakt

Die bakterielle Adhasion an der Schleimhaut des humanen Respirationstraktes ist von
fundamentaler Bedeutung fur die Pathogenese M. catarrhalis-induzierter Infektionen.
[McMichael JC und Green BA (2003), Murphy TF, Sethi S, Niedermann MS (2000),
Sethi S (2000), Sethi S, Murphy TF (2001), Sethi S, Evans N, Grant BJB, Murphy TF
(2002)]. Daher ist es von grosser Bedeutung, die zugrunde liegende bakteriellen
Adhasine und epithelialen Rezeptoren genauer zu untersuchen. Da sich die Expression
bakterieller Rezeptoren auf Epithelzellen unterschiedlicher Herkunft unterscheiden
[Cope L.D. et al. 1999 und Lafontaine E.R. et al. 1999], ist es fir die Wahl der
Zellkulturmodelle wichtig, Epithelzellen zu untersuchen, die ihren Ursprung im humanen
Respirationstrakt haben.

Interessanterweise wurde die Adhasion von M. catarrhalis bisher Uberwiegend an
Epithelzellen untersucht, die nicht dem Respirationstrakt zuzuordnen waren, wie z. B.,
die Zervikalkarzinomzellen der HelLa Sublinie HEp-2 [Fitzgerald M. et al. 1999] und der
HelLa Sublinie Chang-conjunctival Zellen [Hu W. et al. 2001]. Die Untersuchung der M.
catarrhalis Adhasion an humanen pulmonalen Epithelzellen (Lungenkarzinomzellen A-
549) waren die Ausnahme [Holm MM, et al. 2003 und Forsgen A. et al. 2003].
Bronchialepithelzellen wurden in nur einem Fall verwendet bei [Rikitomi N. et al. 1997].
Daher haben wir diese Untersuchungen an den pulmonalen Epithelzellen A-549 und
BEAS-2B durchgeflhrt und mit der HEp-2 Zelllinie verglichen. Hierbei zeigten sich

Methoden-abhangig Unterschiede zwischen den einzelnen Zelllinien.

5.2 Die Bedeutung der Konfluenz fur die Adhasion von Bakterien.

Die Zahlung der adharenten Bakterien an den Epithelzellen beim Mikroskopie-basierten
Adhasionsassay bendtigt Zell-Monolayer in einem subkonfluenten Zustand von 50%.
Die Unterscheidbarkeit und Erkennbarkeit einzelner Epithelzellen ist bei einer hoheren
Konfluenz nicht moglich. Mit diesem Adhasionsassay fanden sich zwischen den BEAS-
2B Zellen auf der einen Seite und den A549 und HEp-2 Zellen auf der anderen Seite
signifikante Adhasionsunterschiede. Diese Unterschiede waren weder mit Hilfe des cfu-
basierten noch mit Hilfe des Fluoreszenz-basierten Assays nachweisbar. Es ist deshalb

sehr wahrscheinlich, dass die Konfluenz der Zellen fur diese Unterschiede eine wichtige
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Bedeutung haben konnte. Es ist zu vermuten, das die unterschiedliche Adhasion an
Epithelzellen bei unterschiedlicher Konfluenz sich mit einer variierenden
konfluenzabhangigen Expression von Rezeptoren erklaren lasst, die fur die Adhasion
von Moraxellen von Bedeutung sind. Es ist bekannt, dass in verschiedenen Phasen der
Zelldifferenzierung die Expression bestimmter Adhasionsmolekule signifikant variiert
[Ben Ze'ev A. 1997 und Singer B.B. et al. 2000]. Bei verschiedenen Typen von
Carcinoma-Zellen wurden veranderte Eigenschaften und veranderte Expressionsmuster
bei mehreren Zelladhasionsrezeptoren beobachtet [Singer BB, et al. (2000) und
Qualtrough D. et al. (2002), Hidaka N. et al. (1998)]. Unsere Daten sprechen dafur,
dass die Adhasion von M. catarrhalis an A549 und HEp-2 Zellen, die im Gegensatz zu
BEAS-2B Zellen beides Karzinomzellen sind abhangig ist von dem Konfluenzstatus des
Epithelzelllayers.

Dieses wurde zum Beispiel fur den M. catarrhalis-spezifischen Rezeptor CEACAM1
beschrieben, der erst mit zunehmender Konfluenz auf den Zellen exprimiert wird [B.B.
Singer et al. 2000]. Diese Ergebnisse sprechen dafur, dass der Mikroskopie-basierte
Adhasionsassay deutliche Limitationen aufweist, weil die Ergebnisse dieser Messungen
moglicherweise durch konfluenzabhangige Unterschiede bei der Expression wichtiger

Rezeptoren flur die Adhasion von M. catarrhalis beeinflusst werden.

5.3 Limitationen des cfu-basierten Assays

Der cfu-basierte Assay weist erhebliche Limitation bezlglich der Sensitivitat der
Zelldetektion aufgrund seiner Methodik auf, da er selektive Medien bendtigt und die
Methode keine Zellen detektiert, die zwar noch infektids aber nicht mehr kultivierbar
sind. Beim cfu-basierten Assay fanden wir geringere cfu Zahlen fir den ATCC 25238
Stamm im Vergleich zum O35E Stamm mit einer erheblich grésseren Streuung der
Messwerte der Experimente. Dieser Unterschied konnte weder durch den Mikroskopie-
basierten noch durch den Fluoreszenz-basierten Assay bestatigt werden. Es ist
bekannt, dass der cfu-basierte Adhasionsassay das Risiko einer Unterschatzung der
Adhasion durch Autoaggregation in sich tragt. [Bieber D. et al. 1998]. Diese haben wir
durch unsere Experimente zwar untersucht, kann aber als Ursache ausgeschlossen
werden, weil beide Stamme diesen Effekt gleichermassen zeigen. Mittels
konfokalmikroskopischer Untersuchungen fanden wir aber, dass sich das
Bindungsmuster beider Bakterienstamme auf der Oberflache der Epithelzellen deutlich

unterschied. Wahrend M. catarrhalis Stamm O35E bei diffusem Verteilungsmuster nur
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sehr geringe Aggregation zeigte, erzeugte der ATCC 25238 Stamm sehr viel grossere
Aggregate auf der Oberflache der BEAS-2B Epithelzellen (Abb. 4A und 4B). Diese
unterschiedlichen stammabhangigen Adhasionsmuster von M. catarrhalis an
Epithelzellen kdnnten zu den unterschiedlichen Quantifizierungen bei dem cfu-basierten
Assay gefuhrt haben. Diese Aggregatbildungen auf der Zelloberflache der BEAS-2B
Zellen sind moglicherweise die Ursache fur die Limitation der stammspezifischen

grossen Variationsbreite der Ergebnisse dieses Assays.

5.4 Der Fluoreszenz-basierte Adhasionsassay

Bei Anwendung des neu entwickelten Fluoreszenz-basierten Assays zeigten sich keine
Unterschiede in der Intensitat der M. catarrhalis Adhasion zwischen den drei
verschiedenen Zelllinien, die untersucht wurden. Dieser neue Assay beruht im Prinzip
auf der Quantifizierung der adharenten M. catarrhalis an Epithelzellen durch einen
primaren Antikorper, spezifisch fur das Oberflachenmolekil UspA1 und folgender
Immundetektion durch einen sekundaren Antikorper, der mit einem Fluoreszenz-
Farbstoff markiert ist. Die konfluenten Epithelmonolayer wurden gefarbt und gleichzeitig
mit einem zweiten Fluoreszenz-Detektionskanal visualisiert. Der Assay wurde bezuglich
moglicher Veranderungen durch Zellfarbung (Zellaktivierung, Zytoskeletveranderungen)
untersucht. AulRerdem wurde die hohe Spezifitat des primaren M. catarrhalis
detektierenden Antikdrper bestatigt. Dieses Assay vereinfacht die reproduzierbare und
validierte Quantifizierung der bakteriellen Adhasion an intakte konfluente
Epithelzellmonolayer. Die neue Methode ist einfacher in der Durchfuhrung, schlief3t
potentielle Subjektivitat aus und erlaubt es mehrere Proben gleichzeitig zu messen.
Fluoreszenz Assays wurden bereits zur Messung anderer biomolekularer Parameter
entwickelt, so z. B. Screening der Modulatoren der humanen organischen
Aniontransporter OATP1B3 [Baldes Ch. et al. 2006], SARS-coronavirus 3CL Protease-
Aktivitat [Hamill P. et al. 2006].

Die Vorteile der Fluoreszenz-Signal-Detektion, wie hohe Sensitivitat und geringes
Signal-Rauschen, lassen es erwarten, dass Fluoreszenz Assays mit hochspezifischen
Markern (fluorescence labeled antibodies) eine immer grosser werdende Verbreitung in

der Labormedizin finden.
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5.5 Die Bedeutung des OMP UspA1 fur die Adhasion von M. catarrhalis an
Epithelzellen

Im Weiteren wurde die Spezifitat des anti-UspA1 spezifischen Antikdrpers Mab 24B5 fur
die Detektion der adharenten M. catarrhalis an Epithelzellen durch Messung der
Adhasionsintensitat des M. catarrhalis Wildtyps O35E und der UspA1 defizienten
Mutante O35E.1 mit allen drei Assays bestatigt. Unsere Daten zeigten, dass die UspA1
defiziente Mutante O35E.1 unter Verwendung des anti-UspA1 spezifischen Antikdrper
nicht mit dem Fluoreszenz-basierten Assay detektiert werden konnte. Im Gegensatz
dazu zeigte der cfu-basierte Assay und der Mikroskopie-basierte Assay keine Reduktion
der Anzahl des adharenten M. catarrhalis UspA1-defizienten Stamms O35E.1 (Mutante)
im Vergleich zum Wildtyp O35E Stamm bei der Bindung an BEAS-2B Zellen. Es wird in
der Literatur berichtet, dass das M. catarrhalis spezifische UspA1 als wichtiges
Adhasionsmolekul an humanem Epithel dient [Lafontaine E.R. et al. 2000, Aebi C. et al.
1998]. Es wurde ausserdem berichtet [Forsgen et al. 2003 Lafontaine E.R. et al. 2000,
Aebi. C et al. 1998], dass das Fehlen der UspA1 Expression die Adhasion von M.
catarrhalis Stamm O35E an Chang konjunktivalen Epithelzellen und HEp-2 Zellen
reduziert. Im Gegensatz dazu konnten Holm M.M. et al. 2003 keine signifikante
Reduktion der Bindung der UspA1 defizienten Mutante O35E.1 an humanen
Lungenzellkarzinomzellen A549 oder Mittelohrzellen (HMEE) finden, verglichen mit dem
Wildtyp O35E. Unsere Daten weisen ebenfalls darauf hin, dass das UspA1 Molekdl
nicht signifikant in der quantitativen Bindung von M. catarrhalis an Zellen der BEAS-2B

Zellen involviert ist.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass der cfu-basierte und der Mikroskopie-
basierte Assay erhebliche Nachteile haben, die die Messergebnisse beeinflussen
konnen. Bei dem cfu-basierten Adhasionsassay benodtigt man mehr Zeit und die
Quantifizierung der M. catarrhalis auf Bronchialepithelzellen ist sehr ungenau. Bei dem
Mikroskopie-basierten  Adhasionsassay benétigt man einen  subkonfluenten
Zellmonolayer und damit ein eingeschranktes Zellkulturmodell das ein aussagekraftiges
Ergebnis durch Unterschiede bezuglich der Rezeptorexpression bei Teilkonfluenz
ebenfalls beeintrachtigen kann. Der von uns neu etablierte Fluoreszenz-basierte
Adhasionsassay ist daher eine verlassliche und bequeme Alternative zur
Quantifizierung der M. catarrhalis Adhasion an konfluenten Epithelzellenmonolayer mit

einer guten Reproduzierbarkeit und mit einer niedrigen Nachweisgrenze von einem
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Bakterium pro Epithelzelle. Mit dieser neuen Methode konnen die Beschrankungen
basierend auf dem bakteriellen Adhasionsmuster oder dem Konfluenzstatus der

Epithelzellen Uberwunden werden.

Tabellarischer Vergleich der Vor- und Nachteile des Fluoreszenz-basierten mit dem cfu-

basierten Assay und dem Mikroskopie-basierten Assay

Fluoreszenz-basierter | cfu- basierter Assay Mikroskopie-basierter
Assay Assay

geringer Zeitaufwand hoher Zeitaufwand massiger Zeitaufwand
prazise Quantifizierung | Quantifizierung durch subjektive Quantifizierung

madgliche Aggregatbildung der

Bakterien ungenau

gute Reproduzierbarkeit | ungenaue Validierung bildgenaue Validierung
Nachweisgrenze bei Nachweis nur von Nachweisgrenze bei
einem Bakterium/Zelle | lebensfahigen Bakterien einem Bakterium/Zelle
Konfluenter Monolayer | Konfluenter Monolayer Subkonfluenter Monolayer

5.6. Ausblicke auf die zukilinftige molekular-medizinische Forschung fiir COPD-
Therapieansatze

>|nhibition der Adhasion pathogener Bakterien und Verhinderung der Internalisierung
Durch neue Forschungsansatze koénnten Rezeptorenblocker die die Adhasion

verhindern entwickelt werden.

>Inhibition der Aktivierung der intrazellularen Entziindungsmediatoren

Entwicklung von Suppressoren, die in die Entzindungsmechanismen eingreifen und
schon im Vorstadium die kaskadenartige Aktivierung der Entzindungsmediatoren
blockieren. Es gibt einen neuen Therapieansatz, Rezeptoranaloga als anti-adhasive

Agenzien zu verwenden (kompetitive Inhibition). Die anti-adhasive Therapie und
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antiadhasive Immunitat soll zur Reduzierung des Kontaktes zwischen Wirtzellen und
pathogene Bakterien fuhren. Die Adhasion ist Voraussetzung zur Kolonisierung, die die
Entwicklung der COPD zur Folge hat. Wenn man die Adhasion von Bakterien durch
antiadhasive Agenzien verhindert, verhindert man die Kolonisation und Infektion [Ofek I.
et al. 2003]. Daher ist es wichtig die Adhasion von M. catarrhalis an Bronchialepithel zu

quantifizieren.

>Vakzine

Eine Entwicklung der Vakzine hat grolRe Bedeutung bei der zu erwartenden hohen
Inzidenz der COPD und der damit verbundenen sozio6konomischen Konsequenzen.
[Gu, X.X. et al. 1998, Hays, J.P. et al. 2003, Hu, W.G. et al. 1999].

Die Entwicklung neuer Vakzine konzentriert sich auf oberflachen-exponierte Antigene,
einschliesslich outer membrane proteins OMPs, als auch Pili und andere Membran-
assoziierte Proteine sowie LOS- Konjugate (lipooligosaccharide-based-conjugates) als
Vakzin Mdoglichkeiten [McMichael J.C. und Green B.A. 2003, Gu X.X. et al. 1998,
Murphy T.F. 2005]. Durch Blockierung der Adhasion mit Adhasin-basierten Vakzinen
kann eine Pravention der Infektion erreicht werden. Durch anti-Adhasin-Immunitat
reduziert sich der Kontakt zwischen dem respiratorischen Epithel und den pathogenen
Bakterien [Ofek I. et al. 2003].
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6 Zusammenfassung

M. catarrhalis ist der zweithaufigste Erreger der bakteriell bedingten Exazerbation der
COPD. Die Adhasion ist ein entscheidender Pathogenitatsfaktor von M. catarrhalis.
Uber Interaktionen zwischen Adhasinen und Rezeptoren ist wenig bekannt. Zur
Quantifizierung bakterieller Adhasion an Epithelzellen wurden bisher ein auf der
Auszahlung von colony- forming units (cfu-basiertes Assay) und ein auf der
mikroskopischen Auszahlung von adharenten Bakterien pro einzelner Zelle basierender
Adhasionsassay (Mikroskopie-basiertes Assay) verwandt. Die simultane Visualisierung
und Quantifizierung von Bakterien auf konfluenten Monolayern ist nicht moglich. Ziel
dieser Arbeit war es, einen neuen Fluorszenz-basierten Adhasionsassay zu entwickeln
und mit den o.g. Assays an verschiedenen Zelllinien (Bronchialepithelzelllinie BEAS-2B,
Lungenkarzinomzelle A549, Larynxkarzinomzelle HEp-2) zu vergleichen. Verwendet
wurden die M. catarrhalis Stamme ATCC 25238 und O35E. Mit dem neuen
Fluoreszenz-basierten Assay liel3 sich eine Zeit- und Dosisabhangigkeit der Adhasion
beider M. catarrhalis Stamme an BEAS-2B Zellen zeigen. Die Ergebnisse des cfu-
basierten Assays zeigten signifikante Unterschiede zwischen den Stdammen, was auf
Bildung von Bakterienaggregaten auf der Zelloberflache erklart werden konnte, die
durch Konfokalmikroskopie und Rasterelektronenmikroskopie nachgewiesen werden
konnten. Wahrend sich bei der Adhasion von M. catarrhalis an BEAS-2B Zellen kein
Unterschied fand, wurden mittels des Mikroskopie-basierten Assays an den einzeln
ausgezahlten nicht-konfluenten A549 und HEp-2 Zellen signifikant weniger adharente
M. catarrhalis nachgewiesen als mit den anderen Assays, was mit Unterschieden des
Oberflachenrezeptorenbesatzes zwischen nicht-konfluenten und konfluenten Zellen
dieser Zelllinien erklart werden kann. Durch die Bildung von Bakterienaggregaten auf
Epithelzellen bzw. Unterschiede zwischen konfluenten und nicht konfluenten
Monolayern konnen Ergebnisse des Mikroskopie-basierten und des cfu-basierten
Adhasionassays verfalscht werden. Der neue Fluoreszenz-basierte Assay kann

bakterielle Adhasion am konfluenten Monolayer valide visualisieren und quantifizieren.
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