Aus der Universitatsklinik fir Anaesthesiologie
und Intensivmedizin Tlbingen
Arztlicher Direktor: Professor Dr. K. Unertl

Apoptose von respiratorischen
Epithelzellen durch
Pseudomonas aeruginosa

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von
Sara Laszlo, geb. Dias Loureiro
aus Stuttgart

2006



Dekan: Professor Dr. C.D. Claussen
1. Berichterstatter: Professor Dr. K. Unertl
2. Berichterstatter: Professor Dr. R. Riessen



Meinen Eerr in Danklasbes %.%w'@//?zef



Inhaltsverzeichnis

A 0] 1= 1 (1 T USSP 4
1.1 Die nosokomiale PNeUMONIE..........cccccciiiiiiiis i 2
0 0 A = oo (=1 1] oY 1= P 2
1.1.2  PAtNOQENESE ... 3
0 T /11 ] o o] (o o 1= PP 3
1.2 P.@GIUGINOSA ...ouviiiiiiiiiiieiiiie 4
1.2.1 Allgemeiner Uberblick Uber P. aeruginosa ..........ccccceeeeeeeevvieiiinnnnnnnn. 4
1.2.2 Membrangebundene Virulenzfaktoren.............ccooooiiiiiiiiiiiiiiiiins 5
1.2.3 Sezernierte Virulenzfaktoren ..........ccccooooiiiiiiiees 7
1.3 Respiratorische Infektionen durch  P. aeruginosa ...........cccccceeeeeeennn.. 8
1.3.1 Der lonenkanal CFTR und dessen Bedeutung bei respiratorischen
Infektionen durch P. @aeruginosa..........ccccoeeeiiiiiii, 8

1.3.2 Die Erkrankung zystische Fibrose als Modell zur Studie der CFTR-
vermittelten Eliminationsmechanismen von P. aeruginosa im

ReSPIratioNStrakt............oovvuiiiiiiiie e 10

1.3.3 Keimelimination mittels Apoptose — ein hypothetisches Modell...... 10
L4 APOPIOSE .. ittt e 11
1.4.1 Induktionsmechanismen der Apoptose - Todesrezeptoren ............ 12
1.4.2 Mechanismen der Apoptoseinduktion — der intrinsische Weg ........ 13
1.4.3 Mechanismen der Apoptoseinduktion - Die Caspasenkaskade...... 14
1.5 Fragestellung..........iiiiiiiiiiiiiiiies e 17
2 Material Und MethOUEN .......uvviiiiii s e e 19
P2 Y = 1 (=T 4 = | 20
2.1.1 Chemikalien und kauflich erworbene Losungen ............ccccceeeeeeeeee. 20
2.1.2 BaKIerien ..o 22
2.1.3 P.aeruginosa LPS........coo 22
2.1.4  ZellKUIUN ..o 23
2.1.5 DAPI-FluoreszenzmikroSKOpIi€ ..........ccoouiiiiiiiiiiiiiiieeiieeeiiiiiee e 27
0 T o (U K4 4 (o1 0= 1 [ 28
2.1.7 WeStern-BlOtiNg ..........ooiiiiiiiiiiiii e 29
2.2 MENOUEN ... e 33
2.2 1 ZEIKUIUL ... 33
2.2.2 Herstellung einer geeichten Bakteriensuspension...............ccc.ee..... 35
2.2.3 Infektionsversuche bei Zellen in SUSPENSION.........ccovveiiiiiiiiineeeennnn. 36
2.2.4 Infektionsversuche bei adharenten A549- oder CFT1-Zellen ......... 37
2.2.5 DUrchfluSSZYIOMELII@ .....ccce it 37
2.2.6 DAPI-FluoreszenzmikroSKOPIi€ .........cccevvveeviiiiiiiiie e 45
2.2.7 Apoptosenachweis auf Proteinebene ............cccoooooiiiiiiiiiiii 46



3 EIQEDNISSE ... 49
3.1 Flusszytometrische Untersuchungen an polaritatslose n Zellen.... 50
3.1.1 Apoptose durch A549-Zellline nach P. aeruginosa Infektion .......... 50
3.1.2 Isoliertes LPS vermittelt keine Apoptose in A549-Zellen ................ 51
3.1.3 Isoliertes LPS moduliert die apoptotische Antwort nicht................. 52
3.1.4 Apoptose polaritatsloser CFT1-Zelllinien........cccooeeeiiiiiiiiiiiinneeeenn. 52
3.2 Untersuchungen an adharenten CFT1-Zelllinien.......  ....oeeiiiinnnnns 54
3.2.1 Morphologischer Apoptosenachweis............ccccoovvieiiiiiiiiiiiiiineeeeeee, 54
3.2.2 Apoptose durch Paolv und Pak R1 algc::itet........cccvvvvvivininnneeenn. 57
3.2.3 Apoptose durch klinische StAmme ............ooiiiiiii 63
3.2.4 Keine Apoptose durch P. aeruginosa-LPS ............cccevviiiiinnee, 66
3.2.5 LPS beeinflusst die P. aeruginosa-induzierte Apoptose nicht ........ 67
3.2.6 Caspasenaktivierung durch P. aeruginosa-Infektion ..................... 69
3.3 Die Signaltransduktion Uber Todesrezeptoren........ . .ccccceeeieiinennnnnn. 70
3.3.1 Zur Apoptoseinduktion ist CD95 in Jurkat-Zellen entbehrlich ......... 70
3.3.2 Caspase-8 und FADD sind keine Bedingung fur Apoptose............ 71
3.3.3 P. aeruginosa vermittelte Apoptose erfolgt tiber Mitochondrien ..... 72
I 1 (U 11 o] o PP 75
4.1 Apoptose durch das LPS von P. aeruginosa ..........ccccceeeeeeeeeeeeennnnnn, 77
4.2 Der Einfluss eines polaren epithelialen Zellverband s in der P.
aeruginosa — induzierten APOPLOSE ......uvvvrrrrrririririirins  eevvreereeeeeeeeeeeees 81
4.3 Die modulierende Wirkung von CFTR auf die Apoptose durch den
Keim P. @BIUQINOSA .....ccovviiiiiiiiiie e eee et e e e e e 83
4.3.1 Die Beteiligung des Chloridkanals CFTR an der Apoptose-
maschinerie der Zelle ... 84
4.3.2 CFTR beeinflusst via spezifischer P. aeruginosa - LPS — Interaktion
(o TS0 Y oTo] o1 (01 =T= T a1 471V o] o (P 87
4.4 Der Signaltransduktionsweg von  P. aeruginosa induzierter
Y o0 0] (01T PP 91
4.4.1 Die Rolle der Lipid-reichen Membranplattformen ........................... 93
4.4.2 Die Rolle von Apoptose vermittelt durch Todesrezeptoren............. 94
4.4.3 Die Rolle intrinsisch vermittelter APOPLOSE ..........ccevvvvviiiireeiiieeennnns 95
4.5 Die Rolle der Apoptose fir respiratorische Infektio nen durch P.
BETUGINOSA ..eeeeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeee ettt ettt e et ee e e e e e et e s s e ee s e s e e e e e e e eneeeeeeeeeenees 98
5  ZUSamMMENTaASSUNG.....cciiiiiiii s et e e e e 103
6 LiteraturverzeiChnis ..........ccooiiiiiiiiiiiiiiis e 109
7 ADKUrZUNGSVEIZEICNNIS ..ocviiiiiii e cccviiiis e e e 123
8 PublikatioNSVerzZeiChNiS........cccvviiiiiiiiiiiies e 124
S I T 1 ST Vo [0 o PSSR 125
10 LeDENSIAUT ..o 127



Vi



1 Einleitung




1. Einleitung

1.1 Die nosokomiale Pneumonie

1.1.1 Epidemiologie

Die nosokomiale Pneumonie ist definiert als eine nach langer als 48 Stunden

nach Krankenhausaufnahme auftretende Pneumonie.’

Sie ist nach Infektionen des Urogenitaltrakts die zweithaufigste im Krankenhaus

erworbene Infektion.1%®

Die Inzidenz der nosokomialen Pneumonie variiert abhangig von den zugrunde
liegenden Erkrankungen zwischen 5-10 Fallen pro 1000
Krankenhausaufnahmen. Die Wahrscheinlichkeit, eine nosokomiale Pneumonie
zu erwerben, steigt mit der Dauer des Aufenthaltes auf einer Intensivstation;
nach 7 Tagen betragt die Rate 15,8% und nach 14 Tagen schon 23,4 %. Wenn
man kinstlich beatmete Patienten auf Intensivstationen als isoliertes
Patientenkollektiv betrachtet, werden in der Literatur noch hohere Inzidenzen
angegeben.”

Das Risiko, eine nosokomiale Pneumonie zu erwerben, ist also durch den
Einsatz von kinstlicher Beatmung an sich erhdht und steigt mit zunehmender
Beatmungsdauer: Eine Ventilator-assoziierte Pneumonie (VAP) findet sich nach
5 Tagen mechanischer Beatmung bei 5 % aller Patienten, nach 30 Tagen

schon bei tiber 65 %.2°

Die Letalitat einer nosokomialen Pneumonie wird mit Werten zwischen 14% und
38% angegeben'®’, bei Hochrisiko Keimen wie Pseudomonas aeruginosa liegt
sie sogar bei 42,8%.%

Verglichen mit Patienten ohne Infektionen verursachen nosokomiale
Pneumonien langere Liegezeiten (zwischen 6,5 und 25 Tagen)?’, héhere
Behandlungskosten durch Erhdéhung der behandlungsassoziierten

Komplikationsrate und héhere Pravalenzen von Antibiotikaresistenzen.*®
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1.1.2 Pathogenese

In den meisten Fallen ist eine nosokomiale Pneumonie das Ergebnis von
Mikroaspirationen der Bakterien, die den Oropharynx des Patienten besiedeln.
Der oropharyngealen bakteriellen Besiedelung geht haufig die Kolonisierung
des Magens mit pathogenen Keimen voran.'> Bei kiinstlich beatmeten
Patienten sammeln sich oropharyngeale Sekrete subglottisch oberhalb des
Cuffs. Dies fuhrt zur Mikroaspiration von Keimen in den Tracheobronchialbaum.

Die oropharyngeale Kolonisierung kann sowohl auf endogenem wie auch auf
exogenem Wege erfolgen: auf dem endogen Weg bewirten die Patienten ihre
pathogenen Keime im Gastrointestinaltrakt schon vor der Aufnahme in ein
Krankenhaus. Die Keime expandieren dann aufgrund eines antimikrobiellen
Selektionsdrucks oder aufgrund der zugrunde liegenden Erkrankung. Im Fall
der exogenen Kolonisierung erwerben die Patienten erst nach
Krankenhausaufnahme ihren Keim, meistens durch horizontale Ubertragung
zwischen verschiedenen Patienten durch die Hande der

Krankenhausmitarbeiter.”

Auf alternativem Weg werden Patienten mittels der nicht belebten Umwelt
kolonisiert. Beispielsweise koénnen Keime auf Arbeitsflachen oder im

Trinkwasser nachgewiesen werden.”

1.1.3 Mikrobiologie
Es gibt vielfaltige mikrobiologische Verursacher der nosokomialen Pneumonie.

Diese Mikroorganismen teilen sich die Fahigkeit, einen Defekt der
Lungenabwehr zu nutzen, der durch die pulmonalen oder systemischen Effekte

der schweren Grunderkrankung oder deren Therapie verursacht ist.

Die mikrobielle Flora der betroffenen Patienten ist in vielen Fallen im Rahmen
der Grunderkrankung oder einer begleitenden antibiotischen Therapie
verandert. Das Spektrum der verursachenden Keime erstreckt sich von
typischen Erregern flr respiratorische Infektionen tber atypischen Erregern zu
symbiotischen Kommensalen. Auch Viren und Pilze kommen als Erreger von
nosokomialen Pneumonien in Frage.? Die Pravalenz der Erreger hangt stark

vom untersuchten Patientenkollektiv ab. Dabei spielen Grunderkrankung, Lange
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des Krankenhausaufenthaltes, kinstliche Beatmung und Antibiotikaexposition
eine Rolle.®® Im Folgenden handelt es sich um die Betrachtung des speziellen
Patientenkollektivs, das an einer beatmungsassoziierten Pneumonie erkrankt
ist. Bei 58 % der Proben, die aus diesen Patienten isoliert werden, handelt es
sich um aerobe gram — negative Keime, gram — positive Kokken machen
weitere 35 % aus. Der am haufigsten isolierte Erreger ist mit 24 % P.
aeruginosa, gefolgt von Staphylococcus aureus mit 20 %.2% Die
beatmungsassoziierte  Pneumonie  durch P. aeruginosa ist eine
schwerwiegende Komplikation auf Intensivstationen mit einer Letalitatsrate von
34 — 48 %.' Entsprechende P. aeruginosa Infektionen verlangern

Krankenhausaufenthalte signifikant zwischen 4 und 42 Tagen.”’
P. aeruginosa ist fir 10,1 % aller nosokomialen Infektionen verantwortlich.**

Die ambulant erworbene Pneumonie wird in 1,5 — 5 % der Falle durch P.
aeruginosa verursacht.’® Bei in Pflegeheimen erworbenen Pneumonien wird in

4 % P. aeruginosa isoliert.®

1.2 P. aeruginosa

1.2.1 Allgemeiner Uberblick iiber P. aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ist ein bewegliches, aerobes, gram-negatives,
stabchenférmiges Bakterium aus der Familie der Pseudomonaceae. Zu seiner
Beweglichkeit tragen mehrere monotriche Geifeln bei. Die Familie der
Pseudomonaceae ist eine Gruppe von Keimen, die in der Natur weit verbreitet
vorkommt.*® Sie sind vorwiegend in feuchter Umgebung zu finden. Ihr
biochemischer Apparat erlaubt es ihnen, mit einer minimalen Menge an
N&hrstoffen zu Uberleben.®® P. aeruginosa wird in Oberflachengewassern
inklusive Ozeanen, im Erdboden und auf Pflanzen angetroffen. P. aeruginosa
ist ein typischer intestinaler Keim des Menschen. P. aeruginosa kann in
Handwaschbecken, Luftbefeuchtern und Oberflichen im Krankenhaus
angetroffen werden. Krankenhauspersonal kann P. aeruginosa durch direkten
Kontakt Gibertragen.
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P. aeruginosa bendtigt O, als terminalen Elektronenakzeptor. Daher wachst er
in Nahrbouillon an der Oberflache unter Bildung einer Kahmhaut. Unter
geeigneten Kulturbedingungen zeigen seine Kolonien auf Agar Metallglanz (aes
= lat. Erz), was auf die Synthese der beiden Pigmente Pyocyanin und 1-
Hydroxyphenazin zuriickzufiihren ist.'® Unter den Mitgliedern der Familie der
Pseudomonaceae ist P. aeruginosa das wichtigste humanpathogene
Bakterium. Als Opportunist zeichnet sich P. aeruginosa dadurch aus, dass er
meist nur abwehrgeschwéchte Individuen beféllt.

1.2.2 Membrangebundene Virulenzfaktoren

Das Lipopolysaccharid (LPS) ist das wichtigste Oberflachenantigen von P.
aeruginosa. Dieses amphiphile Molekdl ist Uber den Lipidanteil in der &uf3eren
Membran gram-negativer Bakterien verankert und ragt mit seinen hydrophilen
Anteilen aus der Bakterienoberflache. Der LPS-Komplex besteht aus dem Lipid
A Antell, dem Kern-Oligosaccharid und der O-spezifischen
Polysaccharidseitenkette. Das Kern-Oligosaccharid und die O-spezifischen
Polysaccharidseitenkette setzen sich aus sich wiederholenden
Oligosaccharideinheiten zusammensetzen. Sowohl das Lipid A als auch das
Kern-Oligosaccharid sind sehr stetige Strukturbestandteile, wahrend die O-
spezifischen Polysaccharidketten einer enormen Variabilitat ihrer Struktur und
Zusammensetzung unterliegen.®* Die innere Kernregion ist bei allen bisher
untersuchten  LPS-Molekilen verschiedener P. aeruginosa Stamme
identisch.®>%? Manche P. aeruginosa Stamme synthetisieren zwei Glykoformen
der auReren Kernregion.®® Auch die Struktur von Lipid A ist bekannt.**®

Bei akuten respiratorischen Infektionen durch P. aeruginosa beteiligt sich das
vollstandige LPS-Molekil als essentieller Virulenzfaktor, das in dieser
vollstdndigen phanotypischen Auspragung auch als ,smooth“ LPS bezeichnet
wird.'* Eine der Immunantworten des Wirtes auf diesen LPS - Phanotyp wird
auf spezifische Art und Weise Uber Wirtsproteine vermittelt. Zu diesen
Proteinen zahlen Lipopolysaccharid-bindendes Protein (LBP) und CD14 in
membrangebundener (membrane-bound = mCD14) und Ioslicher Form (soluble
= sCD14). Diese Proteine fuhren in Zusammenhang mit LPS zur Zellaktivierung
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von Makrophagen, dendritischen Zellen und Epithelzellen.'®*3* Chronische
respiratorische Infektionen mit P. aeruginosa hingegen fihren zu einer
Veranderung des LPS - Phanotyps. Das so genannte ,rough” LPS dieser P.
aeruginosa Stdmme zeichnet sich durch das Fehlen der O — spezifischen
Seitenkette aus. Dadurch verliert das Serumkomplementsystem einen
Angriffspunkt far seine bakterizide Wirkung. P. aeruginosa Stamme mit

verandertem LPS sind weniger immunogen. %4

Die Ursache fir einen Wechsel des Phanotyps wahrend der chronischen
Infektion ist nicht bis ins Detail bekannt. Moglicherweise erwirbt P. aeruginosa
das verédnderte LPS durch eine genetische Mutation. Daflir spricht, dass einige
genetische Alterationen identifiziert worden sind, die zur stabilen Synthese des
rough LPS filhren.?

Lipoid A: Kernpolysacchrid (Core):  O-speziefische
Polysaccharidkette:
Lipoid A: . .
-Diglucosamin innere aulere Renetierende Einheit
-Fettsi : = epetierende Einneiten
e Kern region Kemrteon aus 3-8 Zuckermolekiilen

smooth LPS

innere aullere
Kernregion Kernregion

Fettsédure

rough LPS

Abbildung 1 Lipopolysaccharide von P. aeruginosa . Der dreiteilige

Lipopolysaccharidkomplex ist Gber den lipophilen Anteil in der auf3eren Membran von P.
aeruginosa verankert. Bei chronischen Infektionen mit P. aeruginosa beherbergen betroffene
Patienten meist Stamme, die phanotypisch verandert sind: sie synthetisieren ein LPS-Molekill,
dessen O-spezifische Polysaccharidkette fehlt (rough LPS).
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1.2.3 Sezernierte Virulenzfaktoren

P. aeruginosa sezerniert eine Reihe von Proteinen, die dem respiratorischen

Epithel erheblichen Schaden zufligen kénnen.

Fur die Platzierung von prokaryoten Effektorproteinen in das eukaryote Zytosol
haben eine Reihe von pathogenen gram-negativen Bakterien — so auch P.
aeruginosa — das so genannte Typ lll-Proteinsekretionssystem entwickelt.>®
Dieses tragt zur Virulenz des Keimes bei, indem die eingeschleusten
Effektorproteine Funktionen der eukaryoten Wirtszelle alterieren.?>®® Vier
Effektorproteine sind fur P. aeruginosa derzeit bekannt: ExoS (Exoenzym S),

ExoT (Exoenzym T), ExoU (Exoenzym U) und ExoY (Exoenzym Y).?°

Die Expression des Typ llI- Sekretionsystems ist genau reguliert. Bekannte
Faktoren, die die Expression induzieren, sind der Kontakt zur eukaryoten
Wirtszelle, das Vorhandensein von Serum oder das Vorhandensein von
Calcium Chelatbildnern.'%*
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1.3 Respiratorische Infektionen durch __ P. aeruginosa

Bei der Elimination von P. aeruginosa aus dem Wirtsorganismus spielt der
lonenkanal CFTR eine bedeutende Rolle.

1.3.1 Der lonenkanal CFTR und dessen Bedeutung bei respiratorischen
Infektionen durch P. aeruginosa

CFTR ist ein epithelialer Chloridkanal, der abhéngig von seinem
Phosphorylierungszustand aktiv ist. CFTR ist Mitglied der ABC-Proteinfamilie
(ATP-binding-cassette).”® Gemeinsam ist diesen Proteinen, dass sie die
Energie der ATP-Hydrolyse zum aktiven Stofftransport durch Membranen
verwenden. Seine Aktivitat wird durch zellulare Proteinkinasen und
Proteinphosphatasen reguliert. In erster Linie ist er an der apikalen Membran
lokalisiert, wo CFTR den Durchtritt von Chloridionen durch Epithelien ermoglicht
und dessen Flussrate reguliert. In den Atemwegen, im Pankreas, im Darm und
in den SchweiRdrisen ist CFTR malRgeblich an der Elektrolytsekretion und
Absorption beteiligt. CFTR ist in der Lage, die Funktion und die Eigenschaften
einiger epithelialer Chlorid-, Natrium- und Kaliumkanéle zu beeinflussen.*

Wahrend in gesundem respiratorischen Epithel CFTR regelmallig an der
apikalen Membran zu finden ist, fihrt die Interaktion der Zelle mit P. aeruginosa
zum Einbau von CFTR an die basolaterale Membranseite durch Exozytose aus

4

zytoplasmatischen Speichern.’** Durch das freigesetzte CFTR in die

basolaterale Membran wird der Zelle erst ermdglicht, P. aeruginosa und sein

LPS mittels Endozytose®® zu internalisieren.?"*

Bei der Endozytose des Keimes gilt CFTR als Rezeptor fur das vollstandige
Oligosaccharid des aul3eren Kerns des Lipopolysaccharids (,smooth“ LPS) von
P. aeruginosa. Dieser bakterielle Ligand ist unabdingbar fur die Aufnahme des
Bakteriums in die Zelle.®® Firr die LPS-Bindungsstelle von CFTR sorgen die
Aminosauren in Position 108-117 auf der ersten extrazellularen Schleife des
Molekiils, die in spezifischer Weise mit P. aeruginosa LPS interagieren.®® Die
Menge an exprimiertem CFTR an der Zelloberflache korreliert mit der Menge an
internalisierten Bakterien.*® CFTR hat damit die Eigenschaften eines ,pattern

recognition molecule* (PRM), jedoch ist die Bandbreite der bakteriellen
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Liganden, die es erkennt, geringer als vergleichbare Proteine dieser
Gruppe.”®%® PRM der Sauger werden auch Toll-like Rezeptoren genannt. Die
meisten anderen Rezeptoren dieser Gruppe erkennen ein weites Spektrum
konservierter Muster, die vielen pathogenen Keimen gemeinsam sind.
Genetische Defekte oder Polymorphismen der PRM-Gene scheinen in vielen

Fallen die Anfalligkeit fur Infektionen mit pathogenen Keimen zu bestimmen.®

Bei gesunden Individuen wird P. aeruginosa durch die Internalisierung in die
respiratorische  Epithelzelle aus dem Respirationstrakt entfernt. Die
Internalisierung erfolgt durch die spezifische Bindung des Liganden P.
aeruginosa-LPS an seinen Rezeptor CFTR. Es konnte in vivo gezeigt werden,
dass die Moglichkeit der Internalisierung von P. aeruginosa durch die
Expression von wild-typ CFTR in respiratorischem Epithel zu einer verbesserten
Elimination von P. aeruginosa aus dem Respirationstrakt fiihrte. Dabei konnten
bei mikroskopischen Untersuchungen mit P. aeruginosa beladene Zellen

nachgewiesen werden, die sich vom epithelialen Verband abgeldst hatten.*®

Die Schritte zwischen der Internalisierung von P. aeruginosa Uber CFTR an der
Oberflache von respiratorischen Epithelzellen und dessen nachfolgender
Elimination aus dem Respirationstrakt sind erst unzureichend erforscht worden.
Die Antwort der respiratorischen Epithelzelle auf die Internalisierung von P.
aeruginosa ist bisher in vitro untersucht worden. Diese Experimente beziehen
sich aber auf ein sehr kurzes Zeitfenster von 4 Stunden. In diesem kurzen, fir
eine Induktion von Apoptose nicht ausreichenden Zeitraum, verursachte die
Interaktion zwischen LPS des Bakteriums und des CFTR-Kanals der Wirtszelle
eine Aktivierung von NF«kB, einem Transkriptionsfaktor, der die Expression von
Zytokinen und antimikrobiellen Peptiden veranlasst.® Von diesem
Mechanismus wird angenommen, dass er mal3geblich an der angeborenen

Immunitat gegen P. aeruginosa beteiligt ist.

Nachfolgende Mechanismen, die dann letztlich zur Elimination von P.
aeruginosa im gesunden Organismus fiuhren, sind weithin unbekannt und sind

Gegenstand aktueller Forschung.
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1.3.2 Die Erkrankung zystische Fibrose als Modell zur Studie der CFTR-
vermittelten Eliminationsmechanismen von P. aeruginosa im
Respirationstrakt

Ein Modell zur Studie der Eliminationsmechanismen von P. aeruginosa ist die
Erkrankung Zystische Fibrose (ZF). Diese Erkrankung ist die h&ufigste erbliche
Stoffwechselerkrankung in der westlichen Welt, etwa eins von zweitausend
Neugeborenen kaukasischer Abstammung ist betroffen.”® Durch eine
spezifische Mutation — am haufigsten ist die AF508 Mutation®® - des Proteins
CFTR ist die Elimination von P. aeruginosa aus dem Respirationstrakt gestort.
Der Mangel an funktionellem CFTR bei Mukoviszidosepatienten macht ZF-
Patienten besonders anfallig fur Infektionen mit P. aeruginosa. Ab einem Alter
von 3 Jahren sind ZF-Patienten zu 97 % durch einen P. aeruginosa Stamm
besiedelt’®, letztlich kommt es dann zu chronisch — persistierenden Infektionen,
die einen progredienten Lungenfunktionsverlust bedingen, der morbiditats- und

letalitatsbestimmend ist.*°

1.3.3 Keimelimination mittels Apoptose — ein hypothetisches Modell

Grundlage dieser Arbeit ist die Hypothese, dass es sich bei den bisher in vivo
beobachteten, aus dem epithelialen Verband abgelosten Zellen, die mit P.
aeruginosa beladen waren®®, um apoptotische Zellen handelt sowie dass die
Apoptose respiratorischer Epithelzellen durch P. aeruginosa bei der Elimination
von P. aeruginosa aus dem Respirationstrakt eine entscheidende Rolle spielt.
Es wird postuliert, dass die Apoptose respiratorischer Epithelzellen durch P.
aeruginosa in einer kausalen Beziehung zur Internalisierung von P. aeruginosa
in die respiratorische Epithelzelle steht. Der spezifische
Interaktionsmechanismus von P. aeruginosa - LPS und CFTR konnte an der
Apoptoseinduktion durch P. aeruginosa beteiligt sein. Im Verlauf des
apoptotischen Vorgangs wirde dann im immunkompetenten Wirt die mit
pathogenen Keimen beladene Zelle und deren Zellbestandteile von
Nachbarzellen und von zur Phagozytose befahigen Zellen aufgenommen und
verdaut. Bisher ist die Rolle der Apoptose bei akuten oder chronischen P.

aeruginosa - Infektionen des Respirationstraktes nicht bekannt.

10
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1.4 Apoptose
Apoptose tragt in der Balance zwischen Zellproliferation und Zelltod zur

zelluldaren Homoostase bei’® In mehrzelligen Organismen ist es von
entscheidender Bedeutung, Zellwachstum und Differenzierung mit gleicher
Effizienz wie den Zelltod zu regulieren. Der Zellumsatz findet in streng
geordneten Bahnen statt.>* Apoptose ist wichtig, um mit pathogenen Keimen
beladene Zellen zu vernichten. In vivo konnte gezeigt werden, dass die
Apoptoseinduktion durch P. aeruginosa im Respirationstrakt von Mausen, die
den Todesrezeptor CD95 und dem Liganden CD95L exprimieren, einen
Uberlebensvorteil gegeniiber Mausen haben, die eben diesen Rezeptor oder
diesen Liganden nicht exprimieren. Die Apoptose durch P. aeruginosa, die tber
den Todesrezeptor CD95 und seinen Liganden CD95L vermittelt wird, scheint
bei der Clearence von P. aeruginosa aus dem Respirationstrakt beteiligt zu
sein.** Im Folgenden soll in vereinfachter Form eine Ubersicht iber die zur

Apoptoseinduktion notwendigen Prozesse gegeben werden.

Das respiratorische Epithel trennt den Organismus von seiner Umwelt und
erschwert die Invasion von Mikroorganismen in das Lungengewebe.
Respiratorische Epithelzellen sind tber ,tight junctions” mit ihnren Nachbarzellen
verknupft. Man unterscheidet den basolateralen Anteil der Zellmembran, der
der Basalmembran zugewandt ist, von einem dem Lumen zugewandten Teil der
Plasmamembran. Der gemessene transepitheliale Widerstand ist abhangig von
der Dichte der ,tight junctions zwischen benachbarten Zellen und ist umso
hoher, je dichter der epitheliale Verband abschliel3t. Die Aufnahme von P.
aeruginosa durch respiratorische Epithelzellen ist abhéngig von der Dichtigkeit,
mit der die Epithelbarriere abschlieRt.>° Weil die Endozytose von P. aeruginosa
nicht am apikalen Membranabschnitt statt findet, muss P. aeruginosa zur
Invasion in die Wirtszellen den basolateralen Membranabschnitt erreichen, was
das Auflésen der Polaritat des epithelialen Verbandes zur Bedingung héatte, da
die basolateralen Abschnitte der Zellmembran nicht ohne Durchbuch der ,tight
junctions* von luminal her zuganglich sind.*** Die bestméglichen Bedingungen,
um die LPS-CFTR-Interaktion hinsichtlich der Apoptoseinduktion zu

untersuchen, sind daher dann gegeben, wenn man die Interaktionen an
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unpolarisierten Epithelzellen durchfthrt.

1.4.1 Induktionsmechanismen der Apoptose - Todesrezeptoren

Mehrzellige Organismen verfigen uber vielfaltige Systeme, Zellen rasch und
selektiv durch Apoptose zu eliminieren. Vorraussetzung daflr ist die Interaktion
zwischen Oberflachenrezeptoren und ihren entsprechenden Liganden. Viele der
Rezeptoren, die auf Differenzierung, Proliferation und Tod der Zelle Einfluss
nehmen, gehoren in die TNF-Rezeptorsuperfamilie.

CD95 ist ein wichtiger Rezeptor aus der TNF-Rezeptorsuperfamilie.?* CD95 ist
ein 48 kD grof3es Glycoprotein mit einer einzigen transmembranaren Domaéne.
Alle Rezeptormolekile dieser Gruppe verfligen tber eine Todesdoméne (death
domain DD) an der Membraninnenseite, die die Transduktion des cytotoxischen

Signals vermittelt.”

Todesdomanen findet man sowohl als intrazellulare Doméne von
Todesrezeptoren als auch als Interaktionsdomane von Adapterproteinen.!’ Die
Rezeptor-Ligand-Interaktion hat eine Oligomerisation mehrerer
Rezeptormolekiille zur Folge, deren Todesdomanen mit intrazellularen
Adaptermolekilen wechselwirken. Ein Adaptermolekil mit Todesdoméne (DD)
ist zum Beispiel FADD.Y” FADD weist an seinem N-Terminus eine DED (death
effector domain) auf, die wiederum mit der N-terminalen DED von Procaspase-
8 interagiert.”” Zusammenfassend werden diese Vorgdnge als DISC (death-

inducing signaling complex) bezeichnet.

Abbildung 2 (umseitig): Mechanismus der_Signaliibertragung tber Todesrezeptoren. Der

Signaliibertragungsweg Uber Todesrezeptoren wird durch  Mitglieder der TNF
Rezeptorensuperfamilie getriggert. Der CD95 Ligand bindet an CD95 und verursacht eine
Ansammlung mehrerer CD95-Molekille an der Zelloberfliche und die Initiation des DISC
(death-inducing signaling complex). Dieser Komplex aktiviert mit Hilfe des Adaptermolekiils

FADD Procaspase-8.

12
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1.4.2 Mechanismen der Apoptoseinduktion — der intrinsische Weqg

Apoptose kann einerseits Uber einen extrinsischen Weg mit an der
Zelloberflache situierten Rezeptoren und dessen Liganden initiiert werden, wie
im vorangegangenen Kapitel beschrieben wurde. Andererseits kann das
Todessignal Uber einen endogenen Vorgang in der Zelle selbst vermittelt
werden. Dieser intrinsische Weg wird nach Stérung der intrazellularen
Homoostase aktiv. Zellorganellen bleiben bei der Apoptose morphologisch
intakt. Auf biochemischer Ebene finden jedoch Alterationen statt. Darunter
findet man partielle Proteolyse und Permeabilisation von Membranen.
Beeintrachtigungen unterschiedlicher Zellorganellen kénnen nun eine
koordinierte Abfolge von Signalen verursachen, die schliel3lich den
apoptotischen Untergang der Zelle bedeuten.

Von dem Beginn der gemeinsamen Endstrecke sind morphologische und
biochemische Eigenschaften apoptotischer Zellen identisch, unabhangig davon,
ob der intrinsische oder extrinsische Weg am Beginn der Signalkaskade steht.
Das bedeutet, dass eine ,zentrale Vollstreckung* des Todesprogramms erfolgt,
woran die im nachsten Kapitel beschriebenen Caspasenkaskaden beteiligt sind.

Das Mitochondrium ist das Zentrum der intrinsischen Apoptoseinduktion, wobei
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die Permeabilisierung der mitochondriellen Membran ein wichtiger Punkt in der
Initierung der intrinsischen Kaskade ist. Die Membranen des Mitochondriums
werden proteindurchldssig und das mitochondrielle transmembranare Potential
(AWy,) bricht zusammen. Diverse mit dem Mitochondrium in Verbindung
stehende Proteine sind am Schicksal der Zelle beteiligt. Antiapoptotische
Mitglieder der bcl-2 Familie, wie bcl-2 und bcl-X,, findet man in mitochondriellen

Membranen wieder, wo sie lokal der Permeabilisierung entgegenwirken.®’

1.4.3 Mechanismen der Apoptoseinduktion - Die Caspasenkaskade

Die zentrale Ausfihrung der Apoptose wird durch Caspasen vermittelt, die
sowohl am intrinsischen als auch am extrinsischen System entscheidend
beteiligt sind. Sie gehdren zur Enzymfamilie der Cysteinproteasen. Ein grof3er
Teil der morphologischen Veranderungen, die apoptotische Zellen
durchmachen, sind von Caspasen verursacht. Alle bisher bekannten Caspasen
verfugen uUber einen Cysteinrest im aktiven Zentrum und zerlegen ihr Substrat
nach einem Aspartatrest. Die unterschiedliche Substratspezifitdt von Caspasen
wird von vier aminoterminalstdndigen Aminosaurebausteinen vor dem
Aspartatrest determiniert.’%? Alle Caspasen werden als Proenzyme (30-50 kD)
exprimiert, die Uber drei Doméanen verfiigen, eine NH,-terminale Doméane eine
grof3e Untereinheit p20 (~20 kD) und eine kleine Untereinheit p10 (~10 kD). Die
Aktivierung von Caspasen erfordert die proteolytische Trennung der
Untereinheiten, der dann die Anlagerung der kleinen und der grof3en
Untereinheit zu einem Heterodimer folgt. Zwei Heterodimere vereinigen sich zu
einem Tetramer mit zwei unabhangig von einander arbeitenden aktiven
Zentren.?? Zur Aktivierung der Caspase wird das Zymogen zwischen der p20
und p10 Doméne von einer Ubergeordneten aktiven Caspase und Ublicherweise
auch zwischen der NHj-terminalen Prodomé&ne und der p20-Untereinheit
gespalten. Caspasen, die in der Zelle auf diese Weise aktiviert werden, sind die
Caspasen mit kurzer Prodomane, wie beispielsweise Caspase-3. Diese
Caspasen sind in der Endstrecke der Caspasenkaskade angesiedelt und
werden auch als Effektorcaspasen bezeichnet. Initiatorcaspasen werden auf
anderem Weg aktiviert, beispielsweise wird Caspase-8, die Schliisselcaspase

fur die Apoptosetriggerung Uber Todesrezeptoren, dadurch aktiviert, dass nach
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Rezeptor-Ligand-Interaktion mehrere Rezeptormolekile an der Zelloberflache
oligomerisieren und schlieBlich mit Hilfe von Adaptermolekilen, wie
beispielsweise FADD, mehrere Caspase-8 Zymogene sich einander n&hern.
Die hohe lokale Konzentration an Zymogenen erlaubt es den Procaspase-8
Molekdlen, sich trotz der sehr geringen enzymatischen Aktivitdt des einzelnen

Zymogens gegenseitig zu aktivieren.®

Alle Procaspasen mit langer Prodoméane, wie z.B. Caspase-8, verfugen in ihrer
Prodomane Uber eine Protein-Protein-Interaktions-Einheit. Fir Caspase-8 ist
das eine DED (death-effector domain). Diese Module interagieren mit den
entsprechenden Modulen anderer Proteine, beispielsweise kommt es zu einer
Wechselbeziehung zwischen der DED von Procaspase-8 mit der DED von
FADD (Abbildung 2).**

Ein komplexer Aktivierungsmechanismus ist fur Caspase-9 beschrieben. Bei
Caspase — 9 handelt es sich um die Initiatorcaspase des intrinsischen
Apoptosemechanismus. Caspase-9 benotigt zwei Cofaktoren, um in ihren
aktiven Zustand zu gelangen. Die Entstehung des Caspase-9-Holoenzyms,
auch Apoptosom genannt, erfordert das Vorhandensein von Cytochrom ¢ und
eine ATP-abhangige Oligomerisation von Apaf-1. Caspase-9 erreicht ihre volle
enzymatische Aktivitat weniger durch Proteolyse als viel mehr durch eine
Konformationséanderung. Apaf-1 als regulatorische Untereinheit und Cytochrom
c sind Teil des Holoenzyms.”** Der Sinn einer solchen Kaskade liegt darin, das
zytotoxische Signal zu amplifizieren, so dass die Aktivierung weniger
Initiatorcaspasen ausreichen, um die Zelle an ihrem Vernichtungsprogramm

zugrunde gehen zu lassen.'®
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Abbildung  3:  Typische Apoptosekaskade.  Zusammenfassend sind  hier  zwei

Signaltransduktionswege dargestellt, einerseits die intrinsische Apoptosetriggerung, illustriert
am Beispiel einer DNS-Schadigung, und andererseits die extrinsische Apoptoseinduktion,
ausgeldst durch CD95-Rezeptor-Ligand-Interaktion. Durch DNS-Schaden akkumuliert p53, ein
Transkriptionsfaktor, der die Expression einer Reihe von proapoptotischen bcl-2
Familienmitgliedern, wie z.B. bax, veranlasst. Bax gelangt Uber das Zytoplasma an die
mitochondrielle  Oberflache, wo sie auf ihre, dort lokalisierten antiapoptotischen
Familienmitglieder treffen, darunter bcl-2 und bcl-X,, mit denen sie um die Vorherrschaft
konkurrieren. Die Relation zwischen pro- und antiapoptotischen bcl-Proteinen bestimmt Uber
das Schicksal der Zelle. Gewinnt die apoptotische Fraktion die Oberhand, kommt es zur
Permeabilisierung der mitochondriellen Membran und zur Ausschittung diverser Proteine ins
Zytosol. Unter diesen Proteinen befindet sich Cytochrom ¢, das mit dem im Zytosol befindlichen
Apaf-1 und Procaspase-9 wechselwirkt, um sich als Apoptosom zu vereinigen, das in der
Sequenz Caspase-3 mobilisiert. Der extrinsische Weg fuhrt zur Aktivierung von Caspase-8
durch enzymatische Spaltung. Beide Mechanismen der Apoptoseinduktion teilen sich die
gemeinsame Endstrecke nach Aktivierung von Caspase-3. Zwischen intrinsischen und
extrinsischen Todessignalen gibt es Wechselbeziehungen, eine davon ist das zytosolische bcl-2
Proteinfamilienmitglied Bid, das von Caspase-8 abhangig gespalten wird und als t-Bid
(truncated Bid) ins Mitochondrium gelangt und dort die Freisetzung von Cytochrom c¢ anregt.

Trotzdem operieren beide Systeme in der Regel unabhéngig von einander.
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1.5 Fragestellung
In der vorliegenden Arbeit wird die Rolle der Apoptose in der Pathogenese der

respiratorischen Infektion durch P. aeruginosa untersucht. Folgenden Fragen

wurden bearbeitet:

1. Lost P. aeruginosa LPS via Internalisierung durch CFTR in

respiratorischen Epithelzellen Apoptose aus?
2. Intensiviert ein Fehlen zellularer Polaritat die Apoptoseantwort?

3. Moduliert die LPS — CFTR - Interaktion die Apoptoseantwort nach

Infektion respiratorischer Epithelzellen mit P. aeruginosa?

4. Welcher Signaltransduktionsweg der Apoptoseinduktion wird durch P.

aeruginosa aktiviert?
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2. Material und Methoden

2.1

Material

2.1.1 Chemikalien und kauflich erworbene L6sungen

Accutase L11-007 PAA Laboratories, Osterreich
Antibioticantimycotic A-5955 Sigma, Steinheim Deutschland
solution
APS 10% 161-0700 Bio-Rad, Minchen Deutschland
Bromphenolblau A5121 Roth, Deutschland
Cell Death Detection 1544675 Roche, Mannheim Germany
Elisa
Choleratoxin C-3012 Sigma, Steinheim Deutschland
Cycloheximid C-7698 Sigma, Steinheim Deutschland
DAPI D-9542 Sigma, Steinheim Deutschland
DMSO D-5879 Sigma, Steinheim Deutschland
E. coli LPS 026:B6 L-2654 Sigma, Steinheim Deutschland
ECGS 354006 BD Biosciences, Bedford USA
EGF 354001 BD Biosciences, Bedford USA
FCS S-0115 Biochrom
Geneticine 10131-0196 Gibco Invitrogen
Corporation,GroR3britannien
L-|Glucose G-7526 Sigma, Steinheim Deutschland
L-|Glutamin 25030-024 Gibco Invitrogen
Corporation,GroR3britannien
Glycerol G-8773 Sigma, Steinheim Deutschland
Glycerol 86% G-8773 Sigma, Steinheim Deutschland
Glycin G-8898 Sigma, Steinheim Deutschland
HAM' s F-12 nutrient 2176-037 Gibco Invitrogen
mixture Corporation,GroR3britannien
HCI 32% 319 Merck, Deutschland
Humanserum Typ AB H-1513 Sigma, Steinheim Deutschland
Hydrocortison 354203 BD Biosciences, Bedford USA
Insulin 1-6634 Sigma, Steinheim Deutschland
IPEGAL CA-630 -17771 Sigma, Steinheim Deutschland
(NP40)
Magermilchpulver Naturaflor
instant
MEM non-essential M-7145 Sigma, Steinheim Deutschland
amino acid solution
2-|Mercaptoethanol M-7522 Sigma, Steinheim Deutschland
Methanol 106.018 Merck, Deutschland
NaCl S-5886 Sigma, Steinheim Deutschland
Natriumcitrat 32320 Riedel-de Han AG, Deutschland
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Natriumpyruvat S-8636 Sigma, Steinheim Deutschland
Neomicin N-1142 Sigma, Steinheim Deutschland
Paraformaldehyd P-6148 Sigma, Steinheim Deutschland
PBS+ 14040-091 Gibco Invitrogen
Corporation,GroR3britannien
Polyacrylamid mix 30%| 161-0158 Bio-Rad, Minchen Deutschland
Propidiumjodid P-4170 Sigma, Steinheim Deutschland
Proteose Peptone L85 Oxoid, Grofl3britannien
RPMI 1640 42401-018 Gibco Invitrogen
Corporation,GroR3britannien
SDS Fluka
Staurosporin S-4400 Sigma, Steinheim Deutschland
TEMED 161-0800 Bio-Rad, Minchen Deutschland
Tetracyclin T-3383 Sigma, Steinheim Deutschland
Transferrin T-8158 Sigma, Steinheim Deutschland
Triiodthyronin T-6397 Sigma, Steinheim Deutschland
Tris A2264,1000 AppliChem, Deutschland
Tris/Glycin 161-0734 Bio-Rad, Minchen Deutschland
Tris/Glycin/SDS 161-0732 Bio-Rad, Minchen Deutschland
Triton X-100 X-100 Sigma, Steinheim Deutschland
Trypanblau T-8154 Sigma, Steinheim Deutschland
TSA 4211043 Becton Dickinson, USA
TSB 211768 Becton Dickinson, USA
Tween 20 822184 Merck, Deutschland
Protein Assay 500-0006 Bio-Rad, Minchen Deutschland
TNF alpha T-0107 Sigma, Steinheim Deutschland
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2.1.2 Bakterien

2.1.2.1 Materialien und Technische Gerate

Brutschrank Heraeus Instruments, Deutschland
Schiittler Infors AG, Schweiz

Vortex Bender & Hobein AG, Schweiz
Glasrohrchen Roth, Deutschland

McConkey Agar 126e heipha Dr. Muller GMBH, Deutschland
Tryptic Soy Agar 307e heipha Dr. Miller GMBH, Deutschland
Cetrimid Agar 110e heipha Dr. Muller GMBH, Deutschland
Wattestabchen, steril MSP Schmeiser GMBH, Deutschland

2.1.2.2 P. aeruginosa Stdmme

PAO 1v Laborstamm Chloramphenicol sensitiv

Pak R1 algc::tet algC-Mutation mit ,rough“ LPS

NICU T10 Isolat eines Ausbruchs auf einer
padiatrischen Intensivstation

PA 149 klinisches Isolat aus einem ZF-Patienten im
frihen Stadium der chronischen Infektion

PA 324 klinisches Isolat aus einem ZF-Patienten im

frihen Stadium der chronischen Infektion

2.1.3 P. aeruginosa LPS

LPST1 Komplettes LPS
LPS algc LPS mit fehlenden O-spezifischen
Seitenketten
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2.1.4 Zellkultur

2.1.4.1 Materialien und technische Geréte

sterile Werkbank Lamin Air HB 2472

Heraeus Instruments, Deutschland

Zentrifuge Megafuge 1.0 R

Heraeus Instruments, Deutschland

Brutschrank cytoperm 2

Heraeus Instruments, Deutschland

Mikroskop Leica DMIL

Leica, Deutschland

Zellkulturflaschen 75 cm”2

TPP, Schweiz

Zellkulturflaschen 25, 12,5 cm”2

Becton Dickinson, USA

Zellschaber 1,8 cm

Costar Corning Incorporated, USA

6-Lochplatten

Cellstar Greiner, Deutschland

12-Lochplatten

Costar Corning Incorporated, USA

Kryoréhrchen 1,8 ml

Nalge Nunc International, USA

Falcontubes 50 ml

Becton Dickinson, USA

Falcontubes 10 ml

Cellstar Greiner, Deutschland

Einmalpipetten 5, 10, 25, 50 ml

Becton Dickinson, USA

Lab Tecs mit 2 Kammern

Nalge Nunc International, USA

Neubauerzahlkammer

Assistent, Deutschland

2.1.4.2 Zellkulturmedien

Volumina Stockkonzentration  Endkonzentration

HAM's F-12 1000 ml

Insulin 2 ml 5 mg/ml 10 pg/ml
Transferrin 2 ml 2,5 mg/ml 5 ug/ml
Hydrocortison 1 ml 1x107-3 M 1x10° M
EGF 1ml 25 pug/mi 25 ng/ml
ECGS 1ml 3,75 mg/ml 3,75 pg/ml
Triiodothyronin 200 ul 15x107-5 3x10° M
Choleratoxin 100 ul 100pg/mi 10 ng/ml

Das Zellkulturmedium fiir die CFT1-Sublinien CFT1-LCFSN, CFT1-LC3 und
CFT1-AF508 enthalt zusatzlich:
15ml

Neomicin 10 mg/ml 150pg/ml
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Volumina
RPMI 1640 1000ml
FCS hitzeinaktiviert 60min bei 57C 100ml
Natriumpyruvat 10ml
nicht essentielle Aminosauren 10mi
L-Glutamin 10mi
antibiotic-antimycotic solution 10ml
2-ME 20ul
L-Glucose 2,50

Das Zellkulturmedium fir die C127-Sublinien C127-w/t und C127-AF508

enthélt zuséatzlich zu einer Endkonzentration von:

Geneticine 500ug/mi

F-12 HAMs Zellkulturmedium 500 ml
FCS hitzeinaktiviert 60min bei 57C 50 mi
antibiotic antimycotic solution 5ml

RPMI 1640 Zellkulturmedium 500 ml
FCS hitzeinaktiviert 60min bei 57C 50 ml

RPMI 1640 Zellkulturmedium 500 ml
L-Glutamin 2mM
Natriumbikarbonat 1,59/
Natriumpyruvat 1mM
L-Glukose 4,5¢/|
FCS hitzeinaktiviert 60min bei 57C 50 ml
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2.1.4.3 Gefriermedium

FCS hitzeinaktiviert 60 min bei 57C 10 ml
DMSO 1ml

2.1.4.4 CFT1-Zellinien
CFT1-Zellen sind humane respiratorische Epithelzellen. Die Mutterzelllinie

stammt urspringlich von einem fir die AF508-Mutation des CFTR-Genlocus
homozygoten Mukoviszidosepatienten. Diese ursprungliche Zellinie ist durch
ein humanes Papillomavirus (HPV 18E6/E7) immortalisiert worden. Die
entstandene Mutterzelllinie CFT1-parental ist anschlieend mit verschiedenen
retroviralen Vektoren transfiziert worden. Bei der Vektorkontrollzelllinie CFT1-
LC3®% kodiert der Vector fiir eine R-Galaktosidase. CFT1-LCFSN™ ist ein
Derivat der Ursprungszellinie CFT1-parental, bei der das Genprodukt der
retroviral eingebrachten copy-DNA das funktionierende CFTR-Protein ist. Bei
CFT1-AF508% wurde in die Mutterzelle CFT1-parental eine weitere Kopie des
AF508 mutierten CFTR-Genortes eingebracht. CFT1-AF508 uberexprimiert
somit den mutierten CFTR-Kanal. Die Zellen wurden unter
Standardbedingungen kultiviert (37C, 20% O ,, 5% CO,). Alle CFT1 Zellinien
wurden in supplementiertem HAM'’s F12-Zellkulturmedium gehalten. Bei den
Abkommlingen der Ursprungszelllinie CFT1-parental, die eine retrovirale
Alterierung erfahren haben (CFT1-LC3, CFT1-LCFSN und CFT1-AF508),
wurde das supplementierte Medium zusatzlich mit Neomycin in einer
Konzentration von 150 pg/ml versetzt. Sowohl Passage als auch Versuche
erfolgten im subkonfluenten Zustand (ca. 70-90% Konfluenz). Fir Passagen

oder Versuche wurden die Zellen mit Accutase ausgelost.
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2.1.4.5 A549 Zelllinie
Die Zelllinie A549 ist urspringlich aus Bronchialkarzinomgewebe eines 58-

jahrigen Mannes kaukasischer Abstammung isoliert worden. Sie besitzt
typische epitheliale Eigenschaften und synthetisiert, den Alveolarzellen Typ I
ahnelnd, Lecithin. 3"* AB549 Zellen wurden in serumhaltigem F12-
Zellkulturmedium unter Standardbedingungen (37C, 20% O,, 5% CO,)

kultiviert.

2.1.4.6 Jurkat Zelllinien
Jurkat-Zellen sind humane leukamische T-Zellen, deren Subklon JA3

besonders sensibel auf CD95-abhangige Apoptoseinduktion reagiert. JA3 12.1
und JA3 19.2 sind Abkdmmlinge der Mutterzelllinie JA3, die spezifische
Mutationen im rezeptorvermittelten Apoptosesignaltransduktionsweg aufweisen.
Die abgeleitete Zelllinie JA3 12.1 verfehlt es, das Adapterprotein FADD zu
exprimieren. JA3 19.2 weist eine inaktivierende Mutation der Aktivatorcaspase 8
auf. Alle JA3-Jurkat-Zellen wurden in supplementiertem RPMI 1640
Zellkulturmedium unter Standardbedingungen kultiviert. °*® Die CD95-negative
Jurkat Zelllinie R-APO und deren miutterliche Kontrollzellinie J16 wurden
ebenfalls unter Standardbedingungen kultiviert. ?° Die Jurkat Zelllinie bcl wit ist
durch die Uberexpression von bcl-2 im Gegensatz zur Vectorzelllinie bcl-2
vector gekennzeichnet. Die Uberexpression von bcl-xL w/t kennzeichnet die
Jurkat-Zelllinie bcl-xL w/t im Vergleich zu ihrer vector Zelllinie bcl-xL vector. Alle
bcl-2 und bcl-xL Zellen wurden in supplementiertem RPMI 1640 unter

Standardbedingungen kultiviert.
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CFT1-parental Mutterzelllinine homozygot DF508 Bronchialepithel
CFT1-DF508 homozygot DF508 + CFTR Allel
CFT1-LC3 homozygot DF508 + 3-Galaktosidase Allel
CFT1-DF508 homozygot DF508 + DF508 Allel

A549 Bronchialkarzinomgewebe

J16 Mutterzelllinie Jurkat

R-APO CD95 negativ

JA3 Mutterzelllinie Jurkat

JA312.1 FADD negativ

JA319.2 Caspase-8 inaktiviert

bcl-2 vector Vektorzelllinie Jurkat

bcl-2 wit Uberexpression bcl-2

bcl-xL vector Vektorzelllinie Jurkat

bcl-xL wit Uberexpressionbcl-xL

2.1.5 DAPI-Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenzmikroskop Leitz DM IRB Leica, Deutschland
Fotoautomat Wild MP 552 Leica, Deutschland

Stockkonzentration Endkonzentration Volumen

DAPI 1 mg/ml 1 pg/ml 10ul
Methanol (-20C) 10 ml
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2.1.6 FluBzytometrie

Facsrohrchen Becton Dickinson, USA
FACSsafe Becton Dickinson, USA
FACSrinse Becton Dickinson, USA
FACSflow Becton Dickinson, USA
FACSsort Becton Dickinson, USA

CaspACE fitc-VAD-FMK G746A Promega, Madison USA
M30 IgG2b 2 156 857 Roche

Inkubationspuffer fur Zellzyklusanalyse

Volumen oder Masse Konzentration
PBS 500 ml
Triton X-100 500 pl 0,1%
Natriumcitrat 500 mg 0,1%
Propidiumjodid 25 mg 50ug/mi

M30 CytoDEATH Inkubationspuffer

Volumen Konzentration
PBS 50 ml
Tween20 50 ul 0,1%
BSA 100 pl 1%
M30 CytoDEATH Waschpuffer

Volumen Konzentration
PBS 500 ml
Tween20 500 pl 0,1%
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2.1.7 Western-Bloting

2.1.7.1 Technische Geréte und Materialien

Filterpapier 920-1987 Bio-Rad, Minchen Deutschland
PVDF Membran 0,45 1722026 Boehringer Mannheim
Elektrophoresekammer SE600 Hoefer
Transferkammer Trans-B Bio-Rad, Miunchen Deutschland
Stromquelle NPAC1000 Bio-Rad, Minchen Deutschland
Photometer 3000pro Ultraspec

2.1.7.2 Antikdrper und Molekulargewichtmarker

Caspase-3/CPP32 610323 BD Biosciences, USA
anti-Casp-8 (mouse mADb) Labor S. Wesselborg
anti-mouse AP AM14405 Biosource
anti-PARP (mouse mAb) 804-210-R050 Alexis
Rainbow-Marker RPN800 Amersham Life Science, UK

29



2. Material und Methoden

2.1.7.3 Probenvorbereitung

Volumen oder Stockkonzentration Endkonzentration

Masse
Destilliertes Wasser 75 ml
NacCl 900 mg
Tris Base 790 mg
Die Losung aus Tris und NaCl wird mit HCI auf den pH-Wert 7,4 eingestellt
EDTA 1ml 100 mM
NP-40 10 ml 10%
Mit destilliertem Wasser wird das Volumen auf 100 ml
berichtigt
Na3vO4 18,39 mg
NaF 4,199 mg

Dieser Puffer ist bei 2-8C haltbar. Kurz vor Gebrauch wird die bendétigte
Menge Lysepuffer (hier Angaben fir 1 ml) durch folgende Reagenzien

vervollstandigt.

Aprotinin 1l 1 mg/mi 1 pg/ml
Benzamidin 1l 1 mg/mi 1 pg/ml
Leupeptin 1pl 1 mg/ml 1 pg/ml
Pepstatin 1 pl 1 mg/mi 1 pg/ml
PMSF 5 ul 200 mM 1 mM

Volumen oder Masse

2-ME 300 ul
Bromphenolblau 2mg

destilliertes Wasser 4,8 ml
Glycerol 1,5 ml
lower buffer 1,25 ml
SDS 0,615 g

30



2. Material und Methoden

2.1.7.4 SDS-PAGE

lower buffer (pH 8,8):

Volumen oder Masse Endkonzentration

destilliertes Wasser 500 ml

SDS 29 0,4%

Tris Base 90,85 g 15M
upper buffer (pH 6,8):

destilliertes Wasser 500 ml

SDS 29 0,4%

Tris Base 30,39 05M

Tris/Glycin SDS-Polyacrylamidgel mit einem Gesamtvolumen von 20 mi:

Volumina fir 6%iges

Gel
Acrylamid mix 30% 4 ml 10 mi
APS 10% 84 ul 67 ul
destilliertes Wasser 10,6 ml 4,6 ml
lower buffer 5,2 ml 5,2 ml
TEMED 8 ul U

Volumina fir 10ml Stacking Gel

Acrylamid mix 30% 1,7 ml
APS 10% 100 l
destilliertes Wasser 6,8 ml
upper buffer 1,35 ml
TEMED 10 pl

Volumen oder Masse

destilliertes Wasser
Tris/Glycin/SDS buffer (10x)

1,81
200 ml
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2.1.7.5 Western-Blot

Volumen oder Masse

destilliertes Wasser 2880 ml
Tris/Glycin buffer (10x) 320 ml
Methanol 800 ml

TBS (10x):

Masse oder Volumen Endkonzentration
Tris 24,2 g 200 mM
NacCl 80 g 1310 mM
destilliertes Wasser 11

Einstellen des pH-Wertes auf 7,4 mit HCI

TBS-T (1x):

TBS-T (10x) 200 ml 20 mM
Triton X-100 1 ml 0,05%
destilliertes Wasser 1800 ml 131 mM

blocking-buffer:

Masse oder Volumen Endkonzentration
TBS-T (1x) 50 ml
Magermilchpulver 250 5%
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Tris HCI (pH 7,4): Tris 1M mit HCI auf pH 7,4 eingestellt

Detektionspuffer:

Volumen

Stockkonzentration

Destilliertes Wasser 44 ml

NaCl-Ldsung 1ml

SM

Tris HCI (pH 7,4) 5 ml

1M

Farbelbsung:

Volumen
BCIP 76 ul
Detektionspuffer 20 ml
NBT 100 pl

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Medienwechsel und Zellpassage der adharenten Zelllinien CFT1 und
A549

Im Folgenden beziehen sich die Mengenangaben der Gebrauchslésungen auf

Zellkulturflaschen mit einer Anzuchtfliche von 75 cm? Entsprechende
Volumina fur Gefél3e zur Zellanzucht anderer Gro3en sind der Tabelle 27 zu

entnehmen.

Behaltnis Volumen Zellkulturmedium Volumen Accutase
75 cm? 20 ml 10 ml
25 cm® 10 ml 5 ml
10 cm? 5 ml 2,5 ml
6-Loch-Platte je Loch 2,5ml 1ml
Lab-Tec 1ml Kein Abldsen

Die Frequenz, mit der ein Austausch des Zellkulturmediums notwendig wurde,
ist von der jeweiligen Zellart und deren Wachstumseigenschaften abhangig und

betrug zwischen 2 und 3 Medienwechseln pro Woche. Zum Mediumsaustausch
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wurde das Altmedium verworfen, der Zellrasen mit 20 ml PBS" durch
vorsichtiges Schwenken gespult und anschlieRend der Zellrasen mit 20 ml
Zellkulturmedium bedeckt. Sobald sich der adharente Zellrasen einen
subkonfluenten Zustand erreichte (70-80% Konfluenz), konnte die Zellmenge
einer Flasche auf weitere 3 Flaschen verteilt werden. Fir eine so genannte
Zellpassage wurden die Zellen nach Ausschwenken des Zellrasens mit PBS*
von ihrer Unterlage geldst. Dazu wurde der Zellrasen mit 10 ml Accutase
versehen und bei 37C fur 10 min inkubiert, anschlieend mit Hilfe eines
Zellschabers von ihrem Untergrund gelést und die so gewonnene
Zellsuspension in ein Zentrifugationsréhrchen gegeben (Falcontube), dessen
Uberstand nach 5 Minuten Zentrifugation (1500 rpm, 5 min, 20C) dekantiert
wurde. Das auf diese Art gewonnene Zellpellet konnte in Zellkulturmedium
resuspendiert werden und je ein Drittel der Suspension pro Zellkulturflasche

weiterkultiviert werden.

Zum Einfrieren wurde das Pellet einer 75 cm? Zellkulturflasche in 3-4 ml
Gefriermedium resuspendiert. Je 1 ml wurde in ein 1,8 ml Kryorohrchen gefillt.
Anschlieend wurden die Einfrierproben Gber Nacht bei -20C gelagert, am
nachsten Tag auf —80C umgesetzt und am darauf in flussigem Stickstoff als
Zellreserve eingefroren. Zum Auftauen wurde das Kryorohrchen aus dem
Stickstoff im Wasserbad (37C) rasch erwadrmt. Sobald der Inhalt flissig war,
wurde er in ein vorbereitetes, mit 30 ml unsupplementiertes Zellkulturmedium
befilltes Falcontube Uberfihrt, das daraufhin zentrifugiert (1500 rpm, 5 min,
20C) wurde. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in Vollmedium
resuspendiert, in eine 25 cm? Zellkulturflasche pipettiert und unter
Standartbedingungen kultiviert. Um die Zellzahl zu bestimmen, wurde das Pellet
einer 75 cm? Zellkulturflasche in 1 ml supplementierten Medium resuspendiert.
Aus dieser Zellsuspension wurden 20 pl entnommen, die 1:1 mit der
Trypanblauldsung vermischt wurden. Mit dieser Zellsuspension wurde in einer
Neugebauer-Zahlkammer die Zellkonzentration ermittelt. Durch angemessene
Verdinnung der Stammzellldsung erreicht man es, die Konzentration dieser
Losung auf 1x10° Zellen/ml zu justieren. Diese Zelllésung mit definierter
Konzentration erlaubt es, zu Versuchszwecken festgelegte Zellzahlen
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auszusaen. Beim alleinigen Umsetzen der Zellen wurden die Zellzahlen nicht
bestimmt. Das Pellet einer 75 cm? Zellkulturflasche wurde nach Resuspension

in Medium, das alle Zusatze enthalt, auf drei 75 cm? Zellkulturflaschen verteilt.

2.2.2 Herstellung einer geeichten Bakteriensuspension

Fir den Versuchstag bendtigte P. aeruginosa Stdmme wurden am
vorhergehenden Tag aus der bei —80T eingefrorenen Kryorohrchenreserve
aufgetaut. Mit einem langstieligen Wattestdbchen wurde Uber die gefrorene
Oberflache der P. aeruginosa-Suspension in TSB-Einfriermedium, bestehend
aus TSB, das mit 10% Glycerol versetzt war, gefahren. Die am Wattestabchen
haftenden Bakterien wurden auf TSA ausgestrichen und uber Nacht im
Brutschrank (37C) bebritet. Am Versuchstag wurden die Uber Nacht
gewachsenen Bakterien mit Hilfe des Wattestdbchens in einen mit 50 ml TSB
geflllten Erlenmeyerkolben tberfiihrt. Die Bakterien wurden bis zum Erreichen
der logarithmischen Wachstumsphase (mid-log Phase) auf dem Schittler bei
37C und 220 rpm 3 Stunden lang bebritet. Zur Infektion der Zellen wurde
anschlieRend ein Infektionsmedium mit einer determinierten
Bakterienkonzentration, die in etwa 2 x 10° kolonieformende Einheiten/ml
betragt, hergestellt. Dazu wurden die 50 ml Bakteriensuspension in TSB
zentrifugiert (6000 rpm, 10 min, 4C), der Uberstan d verworfen und das Pellet in
Leermedium resuspendiert (RPMI 1640 fur Jurkats, HAM‘ s F12 fir CFT1- und
A549-Zellinien). Mittels Photometer wurde die optische Dichte der Suspension
bei einer Wellenlange A = 650 nm des Infektionsmediums auf eine optische
Dichte von 0,4 eingestellt, wobei das Leermedium zum Nullabgleich diente.
Entsprechend der Zellzahl und der angestrebten Infektionsdosis wurde das
Infektionsmedium verdinnt und nach Entnahme des Zellkulturmediums das
Infektionsmedium auf den Zellrasen aufgetragen. Die infizierten Zellen wurden
anschlieBend fur 6 Stunden mit dem Infektionsmedium zur Initierung von
Apoptose inkubiert. Handelte es sich um Zellen in Suspension, so wurde vor
der Infektion die Zellsuspension pelletiert und anschlieend das Zellpellet in
Infektionsmedium resuspendiert. Zur Bestatigung der Bakterienkonzentration im
Infektionsmedium mit einer optischen Dichte von 0,4 wurde eine

Verdunnungsreine mit dem Verhdaltnis 1:10 hergestellt. Dadurch konnte die
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exakte Bakterienkonzentration in CFU/ml (colony forming units/ml) ermittelt

werden.
I Infektionsmedium (OD = 0,4; bei A = 650 nm)
] 25 pl Verdinnung 1 : 10
{ V1 25 pl Verdannung 1 : 102
L 5 pl Verdinnung 1 : 102
25 pl Verdtnnung 1: 101
5 HI Verdunnung 1 : 108
‘ Mc Conkey Agar
. 10l aus Verdinnung 105 __ _ 10yl aus Verdiinnung 103
Abbildung 4: Herstellung einer Verdinnungsreihe zur Bakterienzahlbestimmung. Zur

Uberpriifung der Bakterienkonzentration wurde nach Herstellen einer Verdiinnungsreihe mit 1 :
10 Verdiinnungsschritten je zwei mal 10 pl aus der 10° fachen und der 10° fachen Verdiinnung
auf McConkey Agar ausplattiert, tber Nacht bei 37C inkubiert und am darauf folgenden Tag
ausgezahlt. Die Konzentration koloniebildender Einheiten in der Einheit CFU/mI ergab sich aus
der Menge der ausgezahlten Kolonien multipliziert mit der Verdinnung dividiert durch das

ausplattierte Volumen, in diesem Fall 10 pl.

2.2.3 Infektionsversuche bei Zellen in Suspension

Bei allen Versuchen mit A549- und CFT1-Zelllinien mit aufgehobener
Zellverbandsintegritdt und Polaritdt und mit den nicht adharenten Jurkat-
Zelllinien wurde der Versuchszellenpool in Zellsuspension mittels Zellzahlung
mit Trypanblau auf eine Zellkonzentration von 1 x 10%/ml geeicht und zu je 2 x
10°> Zellen pro Versuchsréhrchen aufgeteilt. Die Versuchsrohrchen wurden
pelletiert. AnschlieRend wurde das Pellet in Infektionsmedium entsprechender
Infektionsdosis resuspendiert und fur unterschiedliche Zeiten inkubiert. Die

Infektionsdosis wurde in MOI (multiplicity of infection) angegeben.
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2.2.4 Infektionsversuche bei adhéarenten A549- oder CFT1-Zellen
Fir den Versuchsansatz wurde nach Ausschwenken des Zellrasens mit PBS*

das Infektionsmedium aufgetragen. Die Zellen wurden anschliel3end zwischen 2
und 12h inkubiert (37C, 20% O, 5% CO,). Daraufhin wurde das
Infektionsmedium abgenommen und in supplementierten Medium unter Zusatz
eines Aminoglykosidantibiotikums weitere 12 bis 48 Stunden nachinkubiert. Fur
die CFT1-Zellinien wurde Neomycin zu einer Endkonzentration von 150 pg/ml
zugefiigt. Nach Ablauf der Nachinkubationszeit wurden sowohl die sich im
Uberstand befindlichen als auch die adharenten Zellen weiterverarbeitet. Zum

Ausldsen der Zellen kam Accutase zum Einsatz.

2.2.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Analyse von Einzelzellen
hinsichtlich ihrer Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften. Die Kopplung eines
Fluoreszenzfarbstoffes an einen zellularen Liganden oder einen monoklonalen
Antikorper erlauben es, die Dichte und Verteilung des entsprechenden
Rezeptors sowohl fur Determinanten an der Zelloberfliche als auch fur
zytoplasmatische Parameter zu bestimmen. Mit Hilfe einer Reihe von
Fluoreszenzfarbstoffen kbnnen einzelne zellulare Eigenschaften wie der Gehalt
an DNS oder das mitochondrielle Membranpotential direkt bestimmt werden.
Um die Bedeutung und Genauigkeit flusszytometischer Ergebnisse besser
erfassen zu konnen, sollen an dieser Stelle die Grundprinzipien der

Funktionsweise eines Flusszytometers erlautert werden.

2.2.5.1 Das Flusssystem

Das Flusssystem eines Flusszytometers hat den Zweck, die suspendierten
Partikel einer Probe einzeln an einen spezifischen Raumpunkt zu beférdern.

Dort werden sie durch den Strahl der Lichtquelle (LASER) vermessen.

Die vorgegebene Zellsuspension wird (ber eine Strahlkapillare durch Uberdruck
in die Messkuvette eingefuhrt. Beim Eintritt in die Messkammer geraten die
suspendierten Partikel in einen laminaren Strom, wo sie durch
hydrodynamische Fokussierung im Zentrum der Messkivette angeordnet

werden und auf diese Weise vermessen werden kdnnen.
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Luftdruck

Druckregulation
flir den , sheath fluid"

Druckregulation
fiir das Proben-

Kanister réhrchen
Probe
sheath fluid*®
Abbildung 5: Schema des Flusssystems eines Flusszytometers . Die Flusskammer wird

Uber zwei unterschiedliche Flussigkeitszuleitungen versorgt. Wahrend das ,sheath fluid®
kontinuierlich durch die Flusskammer flie3t, angetrieben durch den am ,sheath fluid“ Kanister
angelegten Luftdruck, kann die Flussrate (High: ~60 ul / min, Medium; ~35 pl / min, Low: 12 ul /
min) der Probenzuleitung individuell verstellt werden, um optimale Flusseigenschaften zu
gewahren.

2.2.5.2 Das Mel3system
Ein Flusszytometer misst Lichtintensitaten. Einerseits misst es gestreutes oder

gebrochenes Licht einer Lichtquelle, anderseits misst es nach Anregung von
Elektronen eines fluoreszierenden Molekils emittiertes Licht. Herzstick aller
Messungen sind somit Photodetektoren, die die Energie eines Lichtquants in
ein elektrisches Signal wandeln. Die Prozessierung dieser elektrischen Signale
erlaubt schlief3lich eine graphische Darstellung und statistische Auswertung der

gemessenen Parameter. Als Lichtquelle dient ein LASER, der einen sehr
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schmalen, polarisierten Lichtstahl einer spezifischen Wellenlange (488nm)
erzeugt. Durch die Sammellinse, die in der Laserachse angeordnet ist, wird
gestreutes Licht - bevor es auf den Photomultiplier fur das FSC (forward
scatter) fallt - gebindelt. Rechtwinklig dazu ist eine weitere Sammellinse
angeordnet, die der Bundelung von gebrochenen Laserlichtstrahlen und von
dem von angeregten Fluoreszenzfarbstoffen emittierten Lichts dient. Um eine
hohe Sensitivitat fur die Messung der Fluoreszenz zu gewahrleisten, ist diese
Sammellinse mit einer hohen numerischen Apertur versehen. Durch die
Anordnung der optischen Filter wird erreicht, dass die Mischung aus
gestreutem Licht und Emissionsspektrum verschiedener Farbstoffe mit
unterschiedlichen Wellenlangen aufgetrennt werden. Gewahrleistet wird dieser
Effekt durch Interferenzfilter, die Lichtstrahlen unterhalb einer bestimmten

Wellenlange absorbieren, wahrend Licht mit gréRerer Wellenlange hindurchtritt.

Quarzkiivette
. = [S] 7=~ | Photomuitiplier:
Argonionenelaser 8 &
A =488 nm ?_ I FsSC

i
i —
|
o _| | Photomultiplier:
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|
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I s
! Filter 1: A=530 nm Verstarkung
i M ]
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N __________ 1. __| | Photomultiplier:

Spiagel 2 1 g Fl-1
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! S -
| Digital-
! . _
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2.2.5.3 Prozessierung des Signals

Das Licht, das auf einen Photomultiplier fallt, generiert einen Strom, der einem
Verstarker zugefuhrt wird. Als Ergebnis bekommt man einen geglatteten
Spannungsimpuls zwischen null und zehn Volt. Die Amplitude des Impulses ist
proportional zur Anzahl der Photonen, die auf den Photomultiplier getroffen
sind. An dieser Stelle kann eine Spannungsschwelle (,threshold“) angegeben
werden, die ein Impuls erreichen muss, um weiterverarbeitet zu werden, damit
ist es dem Nutzer moglich, unndtiges Rauschen zu unterdriicken. Diese
Schwelle wird fir einen einzelnen Messparameter gesetzt. Bei den
vorliegenden Versuchen wurde die relative GrolRe des Partikels als
Selektionskriterium festgelegt (FSC: forward scatter). Dieses einzelne Signal
triggert alle Gbrigen Messkreise, so dass die Vermessung eines Partikels nur
dann erfolgt, wenn der Spannungsimpuls fir das FSC eine bestimmte Schwelle
Uberschreitet. Zur Weiterverarbeitung des Signals muss dieses auf einem
analogen Speicher festgehalten werden, dem ,sample and hold“ Schaltkreis.
Solang dieser aktiviert ist, ist das Flusszytometer ,blind“ flr die durch die
Messklvette flieRenden Partikel. Schlie3lich wird das Signal nochmals
verstarkt, wahlweise linear oder logarithmisch. Eine logarithmische Verstarkung
des Signals wird in der Regel fiir die Verarbeitung der Fluoreszenzintensitaten
gewahlt, was den Vorteil hat, dass schwachere Signale verstarkt werden,
wahrend hohe Signale komprimiert werden. Zur Ausgabe und Analyse der
Messwerte auf Rechnersystemen werden die analogen Signale schlie3lich
digitalisiert. Der Analog-Digitalwandler Uberfuhrt die analoge, kontinuierliche
Spannungsreihe in eine diskrete Skala, die durch bindre Zahlen dargestellt
werden kann. Das Skalenintervall bei der Konversion bestimmt die Auflosung
der Messungen. Eine 10-bit Auflésung entspricht einer Skala mit 1024
Elementen. Mit linearer Verstarkung konnen auf dieser Skala maximal
Lichtintensitatsunterschiede in 1000facher Hohe sichtbar gemacht werden,
hingegen kénnen in dieser Skala dargestellte Ereignisse durch logarithmische

Verstarkung sich um das 10000fache unterscheiden.
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2.2.5.4 Analyse und Darstellung
Die erworbenen Daten wurden mit Hilfe der CellQUEST-Software in

Schaubildern dargestellt. Bei den so genannten dot-plots werden zwei
Parameter gegeneinander aufgetragen. Das einzelne Ereignis erscheint dabei
als Punkt, die vermessene Zellpopulation der Probe als Punktwolke (Abbildung

7).

In Histogrammen (Abbildung 8) werden auf der Ordinate die Anzahl der
Ereignisse und auf der Abszisse der gemessene Parameter aufgelistet. Das
Softwareprogramm macht es mdglich, Subpopulationen zu markieren, farblich

voneinander abzusetzen und einer statistischen Auswertung zu unterziehen.
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G4
|

Ewvents

M2

10%
FI-1 fitc-hd30

Abbildung 8: Darstellung der Messdaten in_Histogrammform. Im vorliegenden Schaubild

wurden die Daten zweier mit M30 gefarbter Proben Ubereinander projiziert.

2.2.5.5 Fluoreszenzfarbstoffe

Fluoreszenz entsteht, wenn ein Molekil, nachdem es durch Licht einer
bestimmten Wellenlange angeregt worden ist, in seinen Grundzustand
zuruckkehrt. Da sich die Wellenlangen des anregenden Lichts von der des
emittierten Licht unterscheiden, kdnnen sie durch optische Filter voneinander

getrennt werden.

Tabelle 28: Fir die Fluoreszenzmikroskopie und Flul3zytometrie genutzte Fluorochrome mit

deren Exzitations- bzw. Emissionsmaxima.

Exzitation Emission
Fluoreszeinisocyanat (FITC) 495 nm 520 nm
Propidiumjodid 342 nm 639 nm
4,6-Diamidino-2-phenylindol DAPI 372 nm 465 nm

2.2.5.6 Probenvorbereitung

Anschlieend an einen Infektionsversuch (in Abschnitt 2.2.4 detailliert
aufgefuhrt) wurden fir jeden Ansatz drei unterschiedliche Farbungen parallel

durchgefiihrt. Der Uberstand jeder Vertiefung einer Zellkulturplatte wurde zu
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gleichen Teilen auf drei FACS-R6hrchen verteilt. Die adharenten Zellen wurden
mit Accutase ausgeldst und jeweils ein Drittel der Zellen zum entsprechenden
Uberstand in das FACS-ROhrchen pipettiert. Die mit der Zellsuspension
befillten Rohrchen wurden zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die
pelletierten Zellen in 3 ml PBS" resuspendiert, kraftig durchmischt und
anschlieBend erneut zentrifugiert (1500 rpm, 5 min, 20C). Nach diesem
Waschschritt hat man die Rdhrchen der unterschiedlichen Farbereihen nach
divergierenden Schemata weiterverarbeitet.

2.2.5.7 CytoDEATH M30 Farbung
Fitc-M30 ist ein fluoreszeinkonjugierter monoklonaler Antikorper, der spezifisch

an das von Caspasen gespaltene, intrazellular lokalisierte Zytokeratin 18 bindet.
Es ist bekannt, dass nach Aktivierung der Caspasenkaskade, ein friihes
Ereignis wahrend des Apoptoseprozesses, zur Reorganisation von
Intermediarfilamenten kommt, unter anderem zur Caspase-vermittelten
Spaltung von Zytokeratin 18. Fitc-M30 detektiert dabei ein Ende des
gespaltenen Zytokeratin 18, das in lebenden Zellen nicht zuganglich ist. Somit
ist fitc-M30 ein Marker fur die Frihphase des Apoptosevorgangs. Die Zellpellets
der fur M30-FACS-R6hrchenreine wurden in 300 pl eisgekihltem, reinen
Methanol (-20C) resuspendiert gut durchmischt und im Gefrierfach bei —20C
fur 30 Minuten inkubiert. Daran schlossen sich zwei Waschritte mit M30-
Waschpuffer an. Nach dem letzten Waschritt wurden die Zellpellets in 100 ul
Antikorper-Arbeitslosung, die man kurz vor Gebrauch durch Verdinnung der
Antikorperstammlosung in  einem Verhéltnis von 1:250 mit M30-
Inkubationspuffer herstellte, resuspendiert. Nachdem man die Ro6hrchen
ausreichend geschittelt hatte, wurden sie 60 Minuten lang bei Raumtemperatur
belassen, um nach Ablauf der Inkubationszeit und nach Verdinnung mit 500 pl
PBS" pro Réhrchen die flusszytometrische Messung durchzufiihren.

2.2.5.8 Fitc-Vad-FMK-Farbung
Fitc-Vad-FMK ist ein mit Fluoreszeinisocyanat (fitc) konjugierter

Caspaseinhibitor (Vad-FMK). Fitc-Vad-FMK ist membrangdngig und bindet

intrazellular an aktivierte Caspasen, daher ist Fitc-Vad-FMK ebenfalls ein
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Marker fir frihe Apoptose. Die Pellets fur diese Testreihe wurden in 100 pl der
Fitc-Vad-FMK-Arbeitslosung resuspendiert. Die Arbeitslésung wurde kurz vor
Gebrauch aus Aliquots der Stammldsung hergestellt, indem die Stammldsung
mit PBS® zu einer Endkonzentration 10 pM verdiinnt worden ist. AnschlieRend
wurden die Zellen fir 20 Minuten bei 37T inkubiert, darauf mit PBS*
gewaschen und in der Zellfixierungslésung (1% Paraformaldehyd in PBS")

resuspendiert.

2.2.5.9 Farbung fur die Zellzyklusanalyse

Diese Methode basiert auf dem Nachweis der wahrend des Apoptosevorgangs
auftretenden DNS-Degradierung. Durch Permeabilisierung der Zellmembran
penetrieren kleinere DNS-Bruchstiicke nach extrazellular und vermindern damit
den DNS-Gehalt der Zelle, wodurch apoptotische Zellen als SubG1-Peak im
DNS-Histogramm detektierbar werden, nachdem die DNS mit Propidiumjodid
markiert worden ist. Dieses Fluorochrom erlaubt eine quantitative Bestimmung
des DNS-Gehalts einer Zelle.

i 3,-Peak

Erwag e

EFL3 himgar Pl
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5,-Panak

Fr g e

Die Zellen der entsprechenden Ro6hrchen wurden im Anschluss an die
Probenvorbereitung (Abschnitt 2.2.5.6) mit dem daflr vorgesehenen
Inkubationspuffer versehen und nach einer zweistiindigen Inkubationszeit

vermessen.

2.2.6 DAPI-Fluoreszenzmikroskopie

Bei 4,6-Diamidino-2-phenylindol handelt es sich um einen Farbstoff, der selektiv
Desoxyribonukleinsaure (DNS) anfarbt. Farbt man eine Zellpopulation mit
diesem Kernfarbstoff, so kann man fluoreszenzmikroskopisch leicht
apoptotische von Kernen gesunder Zellen unterscheiden. Die Kriterien fir die
Morphologie apoptotischer Kerne sind eine starke Kondensation des
Chromatins und der Zerfall des Kerns in Kernkdrperchen, im
angloamerikanischen Sprachgebrauch auch ,nuclear budding“ genannt. Somit
weisen die Kerne apoptotischer Zellen eine hohere Fluoreszenzintensitat auf. In
eine Lab-Tec-Kammer wurden 2 x 10> Zellen ausgesat und bis zur
Subkonfluenz kultiviert, d. h., dass sich in einer Lab-Tec-Kammer etwa 5 x 10°
Zellen befanden. Die Zellen wurden wie im Abschnitt 2.2.4 beschrieben infiziert,

jedoch nach der Nachinkubation nicht ausgeldst, sondern als adharente Zellen
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weiterverarbeitet. Dazu wird das Uberstehende Nachinkubationsmedium
abgenommen, der Zellrasen mit 1 ml eisgekihlter DAPI-Arbeitslosung aus dem
Gefrierschrank (-20C) bedeckt und bei 37T fir 15 Minuten inkubiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand abpipettiert und durch mit PBS™ 1:10
verdinntes  Glycerol ersetzt. Die Praparate konnten unter dem

Fluoreszenzmikroskop betrachtet und fotografiert werden.

2.2.7 Apoptosenachweis auf Proteinebene

2.2.7.1 Probenvorbereitung

Fir jede Spur wurden 2 x 10° Zellen herangeziichtet, wie in Abschnitt 2.2.4
beschrieben infiziert und zur Weiterverarbeitung mit Accutase von ihrer
Unterlage gelost. Die adharenten Zellen wurden zusammen mit dem
aufbewahrten Uberstand in 10 ml Falcontubes zentrifugiert (1500 rpm, 5 min,
20C). Daran schloss sich ein Waschritt mit 1 ml PB S™ an, wobei die Zellen
nach dem Resuspendieren in 2 ml Eppendorfgefal3e tberfihrt wurden. Nach
Absaugen des Uberstandes konnten die Pellets bei —80T gelagert werden. Zur
Elektrophorese wurden die Pellets aufgetaut, die Zellen in 50 ul RIPA-Puffer
(4C) resuspendiert und zwischen 15 und 20 Minuten bei 4C lysiert. Daraufhin
wurden die Proben zentrifugiert (13000 rpm, 10 min, 4C). Der gewonnene
Uberstand, in dem das zytoplasmatische Gesamtprotein enthalten war, wurde
in ein frisches 1 ml Eppendorfgefald pipettiert. Aus diesem Ansatz wurden in
frische Eppendorfgefal3e, die mit 25 pl SDS-sample-buffer befillt sind, 50 pl der
Probe Ubertragen und daraufhin fir 5 min gekocht. Auf eine Proteinbestimmung
wurde verzichtet, da die gebrauchstublichen Ansatze im kleinmolekularen

Bereich sehr ungenau messen.

2.2.7.2 SDS-PAGE

Die Elektrophorese trennt Proteine nach ihrer Ladung. Hierzu bringt man das
Proteingemisch auf ein Tragermaterial und lasst es im elektrischen Feld
wandern. Die Wanderungsgeschwindigkeit eines Proteins hangt dabei
einerseits von seiner elektrischen Ladung und andererseits von seiner Grolie
und Gestalt ab. Die Proteine des Proteingemisches wandern daher

unterschiedlich weit. In der Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) lasst sich
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die Porengréf3e variieren, wodurch ein Molekularsiebeffekt erzielt wird. Fuhrt
man die  Elektrophorese nun in  Gegenwart des Detergens
Natriumduodecylsulfat (SDS) durch, so werden die Proteine allein nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt, da das Anlagern von SDS an die Proteine ihre
Ladungsunterschiede aufhebt. Fur die Versuche wurde die PAGE mit einem
diskontinuierlichen Gel durchgefuhrt, bei dem zur Probenkonzentrierung ein
kleines weitporiges Gel mit abweichendem pH vorgeschaltet wurde (stacking
gel, Sammelgel). Zur besseren Auflésung der gesuchten Proteine kam ein 6-
15%iges Gradientengel, dessen Porengroéf3e zum positiven Pol hin zunahm, als
Trenngel zum Einsatz. Bei der Herstellung des Gels wurden zunachst zwei
Ansatze mit unterschiedlicher Polyacrylamidmixkonzentration vorbereitet (nach
der Rezeptur in Abschnitt 2.1.7). Um die Polymerisation zu starten, wurden
sowohl TEMED als auch APS hinzu gegeben, kurz bevor das Gradientengel mit
Hilfe eines Gradientenmischers gegossen wurde. Nach ungefahr einer Stunde
wurde das Sammelgel angesetzt, ebenfalls erst kurz vor Gebrauch wurden
TEMED und APS 10% beigemischt, um die Polymerisation zu starten. Das
Sammelgel wurde Uber das Trenngel gegossen. Ein Kamm wurde eingesetzt,
um Geltaschen zu Proteinbeladung auszusparen. Nachdem das Gel
polymerisiert war, wurden die Taschen mit den vorbereiteten Proben beladen.
Nach Beflllen der Tanks der Elektrophoresekammer mit der Elektrodenlésung,
wurde eine konstante Spannung (200 V bis die Proteinfront das Trenngel

erreicht, dann 44 V fur 18 h) angelegt.

2.2.7.3 Western-Blot

Zur Auswertung wurden die Proteine aus dem Gel auf eine PVDF-Membran, an
die sie fest binden, elektrophoretisch Gbertragen und mit Antikérpern spezifisch
nachgewiesen. Die PVDF-Membran wurde in Methanol 3 Minuten lang
permeabilisiert, anschlieend zusammen mit 4 Lagen Filterpapier (Whatman-
paper) und den Schaumplatten in Transferpuffer im Kuihlschrank (4C)
aquilibriert. Gel und PVDF-Membran werden Ubereinander geschichtet und auf
Gel- und Membranseite zunadchst mit 2 Lagen Filterpapier und einer
Schaumstoffschicht von der Kassettenwand abgeschirmt. Zwischen jeder

Schicht wurden Luftblasen sorgfaltig entfernt. Die Kassette und ihr Inhalt
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2. Material und Methoden

wurden in den Transfertank eingesetzt, so dass die Lage der PVDF-Membran in
Wanderungsrichtung der durch SDS-Anlagerung negativ geladenen Proteine
lag. Die Transferkammer wurde fur 90 Minuten an die Stromquelle
angeschlossen, dabei wurde die Stromstarke 0,5 A konstant gehalten und
darauf geachtet, dass die Spannung tber 50 V lag. Nach dem Transfer wurde
die Blotmembran in destilliertem Wasser gewaschen, mit 50 ml TBS-T, das zu
5% Trockenmilchpulver enthélt, geblockt, danach 3 Mal mit reinem TBS-T
gewaschen. Uber Nacht wurde dann mit dem Erstantikorper (anti-Casp 3, 8,
anti-PARP) bei 4C inkubiert, am nachsten Morgen wu rde der Antikorper 3 Mal
mit TBS-T fir jeweils 3 Minuten weggewaschen und die Membran anschliel3end
mit dem Zweitantikérper fir 1 Stunde zusammengebracht. Der Zweitantikdrper
wurde zweimal wéahrend jeweils 5 Minuten mit TBS-T, weiterhin zwei Mal
wahrend jeweils 10 Minuten und schlieBlich zweimal wéhrend jeweils 15
Minuten mit TBS-T von der Membran herunter gewaschen. In einem weiteren
Schritt wurde die Membran fur 10 Minuten in Detektionspuffer aquilibriert. Der
Puffer wurde dekantiert und die Membran in der kurz vor Gebrauch
hergestellten Farbelésung gebadet. Nach ungefahr 5 bis 10 Minuten konnte
nach Entfernen des Farbepuffers die Reaktion mit destilliertem Wasser arretiert
werden. Die Membran wurde Uber Nacht zwischen zwei Filterpapieren

getrocknet.
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3. Ergebnisse

3.1 Flusszytometrische Untersuchungen an polaritatsios en Zellen

3.1.1 Apoptose durch A549-Zellline nach P. aeruginosa Infektion

In einem ersten Schritt sollte der Effekt einer P. aeruginosa Infektion der
Bronchialepithelzelllinie A549 untersucht werden. Die Zellverbandsintegritat
wurde durch Ablosen der adhéarenten Zellen vom Untergrund und Infektion der
Zellen in  Suspension aufgehoben, um sicherzustellen, dass sowohl
basolaterale als auch apikale Partien der Zellen den Bakterien exponiert sind.
Durch Aufheben der Zellpolaritat lasst sich die Internalisierungsrate von P.
aeruginosa durch Bronchialepithelzellen erhéhen. Anschliel3end wurde mit einer
Propidiumjodidfarbung die Apoptoserate flusszytometrisch gemessen. Zur
Infektion wurde der typische Laborstamm Paolv, einige Kklinische P.
aeruginosa-Isolate (PA6294, PA149) und eine P. aeruginosa Mutante Pak R1
algc::tet, die LPS mit fehlenden O-spezifischen Seitenketten an der Oberflache
tragt. Alle Bakterienstamme wurden in einer Infektionsdosis von MOI 1
verwendet. Gemessen wurde nach einer Inkubationsdauer von 24h. A549-
Zellen gingen nach Infektion mit P. aeruginosa apoptotisch zugrunde. Mit dem
P. aeruginosa Stamm Pak R1 algc::tet infizierte A549-Zellen zeigten die
niedrigste apoptotische Zelluntergangsrate, wahrend die P. aeruginosa Stamme

mit intaktem LPS-Molekiil die hochsten Raten erreichten.
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Abbildung 10: Apoptose polaritatsloser A549-Zellen _nach 24h Infektion mit

Apoptoserate[%]

Pao 1v
PA149

unterschiedlichen P. aeruginosa — Stammen. Pak R1 algc::tet infizierte A549-Zellen zeigten

die niedrigste apoptotische Zelluntergangsrate. Stamme mit intaktem LPS-Molekiil zeigten
hohere Raten. n=2 mit Darstellung der Standardabweichung. Infektionsdosis MOI 1.
Inkubationsdauer 24h.
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3.1.2 Isoliertes LPS vermittelt keine Apoptose in A549-Zellen
In einem zweiten Schritt wurde versucht, durch Inkubation mit isoliertem wildtyp

LPS in ansteigender Konzentration (0,1 ng, 1 ng, 10 ng, 100 ng) einen

apoptotischen Zelluntergang hervorzurufen. Es wurden aus dem Zellverband

geldste Zellen verwendet, die in Suspension unterschiedlichen Konzentrationen
LPS ausgesetzt wurden. Dabei wurden die Zellen mit Humanserum AB
koinkubiert, um das Vorhandensein von soluble CD14 zu garantieren. Im Falle,
dass nicht CFTR Mittler des apoptotischen Signals ist sondern eine andere
LPS-mediierte Interaktion ein apoptotisches Signal ins Zellinnere fortleitet, sollte
diese Fortleitung mittels sCD14 moglich sein. Schlief3lich wurde versucht, durch
Proteinsyntheseninhibition mit Cycloheximid in einer Konzentration von 50
Hg/ml eventuelle antiapoptotische Genexpression auszuschalten. Nach einer
Inkubationszeit von 24h konnte mittels Zellzyklusanalyse die Apoptoserate
ermittelt werden. Die Inkubation mit dem isolierten Lipopolysaccharid von P.
aeruginosa hatte keine Auswirkungen auf die Uberlebensrate von A549-Zellen.
Hier nicht aufgefuhrt ist die fehlende Apoptose nach LPS-Exposition ohne im
Medium vorhandene Zusatzstoffe. In Vorversuche konnte gezeigt werden, dass
auch die Inkubation in reinem LPS-Inkubationsmedium nicht fir eine
Apoptoseinduktion ausreichte. Weder die Anwesenheit von sCD14 in Form von
Humanserum AB noch die Anwesenheit eines Proteinsyntheseinhibitors

alterieren das Apoptoseverhalten der A549-Zellen.
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Abbildung 11: Apoptoserate polaritétsioser A549-Zellen nach 24h Inkubation mit w___ildtyp

LPS von P. aeruginosa und E. coli. Die Inkubation mit dem isolierten Lipopolysaccharid von
P. aeruginosa in Anwesenheit von Humanserum AB oder Cycloheximid hat keine Auswirkungen

auf die Uberlebensrate von A549-Zellen. n=2 mit Darstellung der Standardabweichung.
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3.1.3 Isoliertes LPS moduliert die apoptotische Antwort nicht
Durch Blockieren der CFTR-Bindungsstelle fur LPS mittels Pra- und

Koinkubation wéahrend der Infektionszeit mit isoliertem P. aeruginosa LPS
sollten die Auswirkungen auf die Apoptoserate durch P. aeruginosa ermittelt
werden. Dazu wurde das Zellkulturmedium 12h vor Versuchsbeginn mit der
geeigneten P. aeruginosa LPS-Konzentration supplementiert. Diese LPS-
Konzentration wurde wahrend der Infektion erhalten. Mit wildtyp-LPS
behandelte Zellen zeigen in ihrem Uberlebensverhalten keine Unterschiede zu
unbehandelten Zellen. Sowohl bei Infektion mit dem Laborstamm als auch mit
dem klinischen Stamm PA324 waren keine Unterschiede zur Kontrolle
feststellbar.

100 ~

75 A

| 1

. ﬁﬁﬁﬁ

Apoptoserate [%]

neg.K LPS LPS LPS LPS LPS
100ng | 10ng 1pg 100ng | 10ng
PAO 1v PA324

Abbildung 12: Moi 1 24h Apoptoserate polaritatsloser A549-Zellen nach 24h Infektion mit
P. aeruginosa _unter Prd- und Koinkubation mit isoliertem P. aeruginosa LPS. Die

Inkubation mit dem isolierten Lipopolysaccharid von P. aeruginosa hat keine Auswirkungen auf
die Apoptoserate von A549-Zellen. n=2 mit Darstellung der Standardabweichung.

3.1.4 Apoptose polaritatsloser CFT1-Zelllinien

Anschlielend sollte anhand von Lungenepithelzelllinien die bisherigen
Ergebnisse bestatigt werden. Auch die Bronchialepithelzelllinien CFT1

begingen in Suspension keine Apoptose durch isoliertes LPS. Weder unter
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Behandlung mit isoliertem LPS noch unter Exposition von Cycloheximid
zusatzlich zu isoliertem LPS konnte eine erhthte Apoptoserate festgestellt
werden. In einer solchen Versuchsanordnung ware die Mdoglichkeit gegeben,
durch Proteinsytheseinhibition mdgliche antiapoptotischen Signalwege durch
LPS auszuschalten. Eine 12h Inkubation mit P. aeruginosa LPS verursachte
jedoch keine Alteration in der Apoptoserate. Die CFT-1 Zelllinien waren in
Suspension wesentlich weniger stabil als die A549-Zelllinie, die selbst nach 24h
Suspension weniger als 10% Spontanapoptose zeigten. Dagegen gingen bei

den CFT1-Zelllinien schon nach 12h mehr als 50% der Zellen spontan

zugrunde.
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Abbildung 13: Apoptoserate polaritatsloser CFT1-Zellen nach 12h Inkubation mit | P.

aeruginosa LPS. Die Inkubation mit dem isolierten Lipopolysaccharid von P. aeruginosa hatte

keine Auswirkungen auf die Apoptoserate von CFT1-Zellen. P. aeruginosa-LPS 1 pg/ml. n=3

mit Darstellung der Standardabweichung.
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3.2 Untersuchungen an adharenten CET1-Zelllinien

3.2.1 Morphologischer Apoptosenachweis

Im Folgenden wurden die an CFT1-Zellen in nicht polarisiertem, desintegrierten
Zustand durchgefuihrten Versuche in eine Versuchsanordnung uberfihrt, die
sich stabilisierend auf die hohe Spontanapoptoserate von nicht adharenten
Zellen auswirken sollte. Dazu wurden adharente CFT1-Zelllen nach
achtstindiger Infektion mit dem P. aeruginosa Stamm Pao 1lv und Pak R1
algc::tet und einer anschlieBende Nachinkubationszeit von 12h, 24h, 36h und
48h flusszytometrisch untersucht. Zur Sicherstellung, dass es sich beim
flusszytometrisch gemessenen Effekt tatsachlich um Apoptose handelt, wurde
anhand der DAPI-Kernfarbung das apoptosespezifische ,nuclear budding®
verfolgt, das fluoreszenzmikroskopisch anhand der typischen Kernmorphologie
leicht differenziert werden konnte. Nach ldentifikation und Quantifizierung der
apoptotischen Kerne konnte das morphologische Ergebnis mit den
flusszytometrisch gemessenen apoptotischen Ereignissen korreliert werden.
Aufgrund der verlasslichen Korrelation konnte davon ausgegangen werden,
dass die flusszytometrische Quantifizierung apoptotischer Ereignisse
glaubwdirdig ist.

Abbildung 14: Beispiel fur die CFT1-Zellkernmorphologie in _ verschiedenen

Zellzyklusphasen A - morphologisch intakter Zellkern B - mitotischer Zellkern C -und D -

nuclear budding bei Apoptose
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Auf morphologischer Ebene sind von den vier CFT1-Zelllinien exemplarisch
zwei untersucht worden: 1.) Die fur das AF508-CFTR-Gen homozygote
Stammzelllinie CFT1-parental und 2.) die natives CFTR exprimierende von der
Stammzelllinie abgeleitete Zelllinie CFT1-LCFSN. Die Infektion mit dem P.
aeruginosa Stamm Pao 1v induzierte in beiden Zelllinien gleichermal3en
Apoptose, wahrend der P. aeruginosa Stamm Pak R1 algc::tet, bei dessen LPS
es sich um rough-LPS handelt, nur die Stammezelllinie CFT1-parental
apoptotisch werden liel3, wahrend die Zelllinie CFT1-LCFSN mit intaktem CFTR
an der Oberflache sich gegen eine Apoptoseinduktion durch Pak R1 algc::tet

resistent zeigte.

A

Abbildung 15: CFTl-parental und CFT1-LCFSN nach Infektion 8h mit Pao 1v und
Nachinkubation 24h A - negativ Kontrolle CFT1-parental; B - negativ Kontrolle CFT1-LCFSN:
C - Paolv 24h CFT1-parental; D - Paolv 24h CFT1-LCFSN
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Abbildung 16: CFT1-parental und CFT1-LCFESN nach Infektion 8h mit Pak R1 algc::  tet und

Nachinkubation 24h A - neg. Kontrolle CFT1-parental: B - algc::tet 24h CFT1-parental C -
neg. Kontrolle CFT1-LCFSN; D - algc::tet 24h CFT1-LCFSN
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3.2.2 Apoptose durch Paolv und Pak R1 algc::tet
Wie detailliert im Kapitel 2.2.5 beschrieben, wurden die flusszytometrischen

Apoptosenachweise parallel mittels drei an unterschiedlichen Punkten
ansetzenden Zellfarbungen durchgefihrt. Mit der Kernfarbung durch
Propidiumjodid konnte die apoptosevermittelte DNS-Fragmentierung quantitativ
sichtbar gemacht werden. Dem einzelnen gemessenen Zellereignis konnte eine
Zellzyklusphase zugeordnet werden. Der unspezifische Caspaseinhibitor fitc-
Vad-FMK diente der relativen Quantifizierung der intrazellularen
Caspasenaktivitat, wahrend der fitc-konjugierte Antikdrper cytodeath M30 einen
Anhalt fur den caspasecharakteristischen intrazellularen Zellschaden gibt.
Jedes Experiment wurde mindestens zwei Mal in gleicher Form wiederholt. Die
Ergebnisse sind in Balkendiagrammen dargestellt, die eine statistische
Auswertung der durchflusszytometrisch erhaltenen Daten illustrieren. Zur
Verdeutlichung der Methodik siehe auch Kapitel 2.2.5.4.

Die erste Aufgabe bestand darin, die Apoptoserate der verschiedenen CFT1-
Zelllinien, die durch verschiedene P. aeruginosa Stdmme infiziert worden sind,
zeit- und dosisabhangig zu erfassen. Nachdem in Vorversuchen die optimale
Infektionszeit und Infektionsdosis ermittelt worden war, wurde in einem ersten
Schritt nach einer Infektionszeit von acht Stunden mit einer Infektionsdosis von
MOI 1 dber einen variablen Zeitraum in Nachinkubationsmedium das
apoptotische Absterben abgewartet. Flusszytometrische Messungen wurden
nach 12h und 36h Nachinkubation durchgefiihrt. Bei den untersuchten P.
aeruginosa Stammen handelte es sich um Pao 1v und Pak R1 algc::tet.
Abbildung 17 (Seite 59) veranschaulicht die Ergebnisse dieses Ansatzes. Die
Infektion der CFT1-Zelllinien mit dem P. aeruginosa Stamm Pao 1v flhrte zu
einem zeitabhangigen Anstieg der Apoptoseraten in der zellzyklusanalytischen
Messung mit Propidiumjodid, der fitc-Vad-FMK-Messung und in der Cytodeath-
M30-Messung, wobei sich die Apoptoseraten zwischen den einzelnen Zelllinien
CFT1-parental, CFT1-LCFSN, CFT1-LC3 und CFT1-AF508 keine signifikanten
Unterschiede einstellten. Der P. aeruginosa Stamm Pak R1 algc::tet verfehlte
eine Apoptoseinduktion bei den Zelllinien CFT1-LCFSN, CFT1-LC3 und CFT1-
AF508. Bei der Apoptoserate der mit Pak R1 algc::tet infizierten Zelllinie CFT1-
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parental stellte sich bei allen durchgefihrten Messungen ein Unterschied

heraus.

In einem zweiten Schritt wurden die gefundenen Unterschiede in der
Apoptoserate der mit Pak R1 algc::tet infizierten Zellen exemplarisch anhand
der beiden Zelllinien CFT1-parental und CFT1-LCFSN mit Hilfe einer
engmaschigeren Zeitkinetik herausgearbeitet. Hierzu wurden die oben
genannten Zelllinien mit den Stdmmen Pao 1v und Pak R1 algc::tet Gber 8h
infiziert, und es wurde wahrend 12h, 24h und 36h der apoptotische Reifung
entgegengesehen, um anschlie3end die oben beschriebenen
Flusszytometrische = Messungen durchzufiihren. Abbildung 18 (Seite 60)

erlautert die gewonnenen Ergebnisse.

Abbildung 17 (Seite 59): Zeitabhdngige Induktion von Apoptose durch die P. aeruginosa

Stamme Pao 1v und Pak R1 algc::tet in CFT1-Zelllinien. Mit dem P. aeruginosa Stamm Pak

R1 algc::tet infizierte CFT1-parental-Zellen zeigten apoptotischen Zelluntergang, wahrend die
Zelllinien CFT1-LCFSN, CFT1-LC3 und CFT1-AF508 resistent gegen die Pak R1 algc::tet
induzierte Apoptose waren. Die Apoptoserate nach Pao 1v-Infektion der CFT1-Zelllinien zeigt
interzellular keine signifikanten Unterschiede. n=2 mit Darstellung der Standardabweichung.
Infektionsdosis MOI 1.

Abbildung 18 (Seite 60): Zeitabhdngige Induktion von Apoptose durch die P. aeruginosa
Stamme Pao 1v _und Pak R1 algc:tet in _den CFT1-Zelllinien parenta | und LCFSN

(Zusammenschau). Mit dem P. aeruginosa Stamm Pak R1 algc::tet infizierte CFT1-parental-

Zellen zeigten apoptotischen Zelluntergang, wahrend die Zelllinien CFT1-LCFSN resistent
gegen die Pak R1 algc::tet induzierte Apoptose waren. Die Apoptoserate nach Pao 1v-Infektion
zeigte bei CFT1-parental einen signifikanten Unterschied zur Apoptosefrequenz von Pak R1
algc:itet. Pak R1 algc::tet schien schneller und heftiger Apoptose zu verursachen. Anders
verhielt es sich bei Pao 1v induzierter Apoptose. In diesem Fall sah man keine signifikanten
Unterschiede in der Apoptoseinduktion. n=2 mit Darstellung der Standardabweichung.
Infektionsdosis MOI 1.
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Die drei genutzten Messverfahren zur Apoptosequantifizierung ergaben ein
zeitabhangiges apoptotisches Absterben der beiden untersuchten CFT1-
Zelllinien parental und LCFSN nach Pao 1v-Infektion in einer Infektionsdosis
von MOI 1. Die Apoptoseraten, die die Zelllinien parental und LCFSN betrafen,
unterschieden sich bei Infektion mit Pao 1v nicht signifikant. Dahingegen fuhrte
eine Infektion mit dem Bakterienstamm Pak R1 algc::tet in parental-Zellen im
Vergleich zu LCFSN-Zellen in allen Messverfahren zu signifikanten
Unterschieden. Die Zelllinie CFT1-parental wurde nach Pak R1 algc::tet-
Infektion apoptotisch, wahrend sich die Apoptoserate der LCFSN-Zellen - trotz
Pak R1 algc::tet-Infektion - nicht Gber das Niveau der negativ Kontrolle erhob.
Damit die Unterschiede im Apoptoseverhalten der Zelllinien CFT1-parental und
CFT1-LCFSN besser erfasst werden konnen, sind die Ergebnisse in zwei
verschiedenen Schaubildformen (Abbildung 17 und Abbildung 18) dargestellt.

Zwischen den Apoptoseraten von CFT1-LC3, CFT1-LCFSN und CFT1-AF508
konnte nach Infektion mit Paolv in einer engmaschigen Zeitkinetik kein
wesentlicher Unterschied zwischen den einzelnen Zelllinien ausgemacht
werden. In der Abbildung 19 wird die Kinetik der unterschiedlich durchgefiihrten
Apoptosetests ersichtlich. Die frihen Apoptosetests (M30 und fitc-Vad-FMK)
erreichten nach 36 Stunden Nachinkubation ihr Maximum, wéahrend der
Zellzyklusanalysetest erst bei 48 Stunden sein Maximum erreichte. Die friihen
Tests fielen nach Erreichen des Maximums wieder ab, wobei sie nach

Erreichen des Maximums kaum mehr aussagekraftig waren.
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Abbildung 19 (auch umseitig): Zeitabhéngige Induktion von Apoptose durch den  P.

aeruginosa _Stdmme Pao 1v in CFT1-Zelllinien LCFSN, LC3 und  AF508. Zwischen den
Zelllinien CFT1-LCFSN, LC3 und AF508 konnte kein Unterschied der Zeitkinetik des

apoptotischen  Zelluntergangs  festgestellt  werden. n=2 mit Darstellung der

Standardabweichung. Infektionsdosis MOI 1.
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3.2.3 Apoptose durch klinische Stamme

Um zu untersuchen, ob klinische P. aeruginosa Isolate sich &hnlich verhalten,
wurden mit gleicher Methodik wie in den vorhergehenden Versuchen in einem
weiteren Versuchsansatz die klinische P. aeruginosa Stamm NICU T10 und
PA324 im Vergleich zu den bereits vorher gepriften Stammen Paolv und Pak
R1 algc::tet untersucht. Die mit den verschiedenen Stammen infizierten Proben
wurden nach einer Nachinkubation von 36 Stunden mit einer Infektionsdosis
von MOI 1 nach durchgefihrtem Farbeverfahren gemessen. Sowohl der
Laborstamm Paolv als auch die klinischen Stamme NICU T10 und PA 324
induzierten Apoptose. Die Zeitkinetik des apoptotischen Untergangs der
klinischen Stdmme divergierte jedoch deutlich, wie aus Abbildung 20 und
Abbildung 21 ersichtlich ist.
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Abbildung 20 (auch umseitig): Induktion von Apoptose durch den klinischen P. aeruginosa

Stamm NICU t10. Unterschiedliche Zeitkinetik der Apoptoseinduktion durch den klinischen P.

aeruginosa Stamm NICU T10. Der P. aeruginosa Stamm Paolv erreichte das
Apoptosemaximum zu einem friheren Zeitpunkt als NICU T10. Die verzogerte
Apoptoseinduktion durch den klinischen Stamm NICU T10 ersieht man aus der Kinetik der
verschieden Tests. Nach 36h sind die frihen Apoptosetests fir NICU T10 maximal, hingegen
fur Paolv schon postmaximal, da der Test zum spatesten Apoptosezeitpunkt
(Zellzyklusanalyse) fur Paolv bei Uber 75% apoptotischer Zellen liegt. NICU T10 erreicht im
Test, der die spateren apoptotischen Verdnderungen darstellt, ungefahr 25% apoptotischer
Zellen. Im Vergleich dazu war bei Paolv nach derselben Zeit beim Maximum der
Zellzyklusanalyse angelangt. Die frUhen Tests waren postmaximal niedrig. n=2 mit Darstellung

der Standardabweichung. Infektionsdosis MOI 1.

Abbildung 21 (Seite 65): Induktion von Apoptose durch den klinischen P. aeruginosa
Stamm NICU t10 und PA 324 in CFT1-Zelllinien. Es zeigte sich kein Unterschied in der

Apoptoseinduktion durch klinische P. aeruginosa Stamme, aufRer dass die klinischen Stdmme
verzogert Apoptose auslosten. Je nach dem wie sich die Ergebnisse der frihen Apoptosetest
zu den spaten verhielten, konnte man auf den zeitlichen Verlauf der Apoptoseinduktion

Rickschlisse ziehen. n=2 mit Darstellung der Standardabweichung. Infektionsdosis MOI 1.
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3.2.4 Keine Apoptose durch P. aeruginosa-LPS

Ob die P. aeruginosa induzierte Apoptose von der Interaktion zwischen dem P.
aeruginosa LPS und seiner spezifischen Bindungsstelle am CFTR-Protein
abhangt, wurde durch LPS-Exposition der CFT1-Zelllinien nachgeprtift. Dazu
wurde im ersten Versuchsansatz isoliertes P. aeruginosa LPS in einer
Konzentration von 1 pg/ml dem Zellkulturmedium zugesetzt und das Zeitfenster
bis 24 h mit der wildtyp CFTR exprimierenden Zelllinie CFT1-LCFSN

untersucht. Isoliertes P. aeruginosa LPS t1 war nicht in der Lage, Apoptose zu
induzieren.

X 100 0O Zellzyklusanalyse
% 75 - B Cytodeath-M30
G 50 -
0
g o5
o
g 7
neg.| pos., 2h | 4h | 6h | 12h | 24h | 2h | 4h | 6h | 12h
K K
t1 LPS algc::tet LPS

Abbildung 22: Ausschluss der_direkt CFTR-vermittelten Apoptoseinduktion in CFT1-
LCESN Zellen durch P. aeruginosa -LPS der Stdmme Paolv (t1-LPS) und Pak R1 algc::tet
(algc::tet-LPS). Keines der untersuchten P. aeruginosa LPS-Sorten induzierte Apoptose in
CFT1-LCFSN-Zellen. Durchflusszytometrische Messungen nach Propidiumjodid- und
cytodeath-M30-Farbung. n=2 mit Darstellung der Standardabweichung. LPS-Dosis 1ug/ ml.

Um sicherzustellen, dass sich auch die dbrigen CFT1-Zelllinien resistent
gegenuber P. aeruginosa-LPS verhalten, wurde der Versuchsansatz mit allen
CFT1-Zelllinien zu einem anderen Zeitpunkt (24h) wiederholt. Sowohl in der

Zellzyklusanalyse als auch im Apoptosetest cytodeath M30 konnte keine

Apoptoseaktivitat gemessen werden.
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Abbildung 23: Ausschluss der direkt CFTR-vermittelten Apoptoseinduktion in CFT1-Zell en

durch P. aeruginosa -LPS der Stdmme Paolv (t1-LPS). Es konnte kein apoptotischer

Zelluntergang nach 24h Inkubation mit P. aeruginosa wild-typ LPS nachgewiesen werden.
Durchflusszytometrische Messungen nach Propidiumjodid- und cytodeath-M30-Farbung. n=2
mit Darstellung der Standardabweichung. LPS-Dosis 1ug/ml.

3.2.5 LPS beeinflusst die P. aeruginosa-induzierte Apoptose nicht

Eine modulierende Wirkung des P. aeruginosa LPS auf die P. aeruginosa
induzierte Apoptose durch Blockade beziehungsweise Aktivierung der CFTR-
Bindungsstelle wurde durch Pra- und Koinkubation mit P. aeruginosa LPS
untersucht. Dazu wurde sowohl wahrend der Infektionszeit als auch wahrend
der Nachinkubationszeit dem jeweiligen Medium das entsprechende LPS
zugegeben. Zusétzlich wurden die spater mit LPS supplementierten Ansatze
Uber 12h mit P. aeruginosa LPS vorinkubiert. In diesem Versuchsansatz konnte
kein Einfluss auf die Apoptoserate festgestellt werden. Im Folgenden sind die
fur diesen Versuchsansatz typischen Diagramme dargestellt worden. Auf der
linken Seite ist jeweils die Negativkontrolle und auf der rechten Seite die CFTR-
Bindungsstelleninteraktion mit P. aeruginosa LPS dargestellt.

Abbildung 24 (umseitig): Ausschluss einer modulierenden Wirkung von t1-LPS auf die

Apoptoserate von _P. aeruginosa Die Koinkubation mit P. aeruginosa LPS bewirkte keine

Anderung im Apoptoseverhalten der mit den Stammen Paolv oder Pak R1 algc::tet infizierten
Zelllinien. Infektionsdosis MOI 1. Infektionszeit 8h. Nachinkubationszeit

36h.Caspasenaktivierung durch P. aeruginosa-Infektion
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3.2.6 Caspasenaktivierung durch P. aeruginosa-Infektion

In den vorangegangenen Versuchen wurde die Apoptoseinduktion durch den P.
aeruginosa Stamm Pao 1v durch indirekte Messung der zellularen
Verédnderungen, die sich wéhrend des apoptotischen Vorgangs vollziehen,
untersucht. Durch Nachweis von Caspase-3, Caspase-8 und PARP-1 Spaltung
im Westernblot sollten in den folgenden Versuchen die bisherigen Messungen
biochemisch bestatigt werden. CFT1-Bronchialepithelzelllinien wurden mit einer
Infektionsdosis MOI1 8h infiziert und anschlieRend in antibiotikahaltigem
Medium flr variable Zeiten weiterinkubiert. Als Zeitfenster wurde das Maximum
der fitc-Vad-FMK-Messungen gewahlt. Fihrt man sich vor Augen, dass es erst
nach Erreichen der Effektorcaspasen in der Caspasenkaskade zu zellularen
Verdanderungen kommt, die indirekt flusszytometrisch messbar werden, so
muss man davon ausgehen, dass sich die Caspasenspaltung zu einem
friheren Zeitpunkt abspielt und am ehesten mit der Zeitspanne bis zur
maximalen Bindung von fitc-Vad-FMK korreliert. Daher wurde das Zeitfenster
zwischen 24 und 32 Stunden betrachtet. Die relevanten Abschnitte der
Westernblots sind in Abbildung 25, Abbildung 26 und Abbildung 27 dargestellt.
Es sind jeweils die inaktiven, ungespaltenen Untereinheiten dargestellt, die
durch Spaltung durch tbergeordnete Caspasen in die aktive Form Ubergefuhrt
werden. In Form einer Abnahme der inaktiven Pro-Form im Vergleich zu

Kontrollen liel3 sich die Caspasenaktivitat nachweisen.

CFT1-parental CFT1-LCFSN

Vel e = PARP-1 p110
K 2428 32 K24 28 32 h

CFT1-LC3 CFT1-AF508

e — ~ PARP-1 p110
K 24 28 32 K 24 28 32 h

Abbildung 25: Westernblot zum Nachweis der Parp-1 Spaltung in den CFT1-Zellli nien

nach Paolv-Infektion: Mittels Caspase-3 wird Parp in allen vier Zelllinien gespalten. MOI 1
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CFT1-parental CFT1-LCFSN

—— e — —

K 24 28 32 K 2428 32 h
CFT1-LC3 CFT1-AF508

— Procaspase-3 p32

_— —_— — Procaspase-3 p32
K24 2832 K 24 2832 h

Abbildung 26: Westernblot zum Nachweis der Caspase-3 Aktivierung in_den C FT1-

Zelllinien nach Paolv-Infektion: Es besteht nach Paolv Infektion in allen vier Zelllinien
Caspase-3 Aktivitat. MOI 1

CFT1-parental CFT1-LCFSN

S — i St = = Procaspase-8 p43/ 41
K 24 28 32 K 24 28 32 h

CFT1-LC3 CFT1-AF508

o vews="" |~ Procaspase-8 p43/ 41
K 24 2832 K 24 28 32h

Abbildung 27: Westernblot zum Nachweis der Caspase-8 Aktivitdt in den CFT1-  Zelllinien

nach Paolv-Infektion: Es besteht nach Paolv Infektion in allen vier Zelllinien Caspase-8
Aktivitat. MOI 1

3.3 Die Signaltransduktion tber Todesrezeptoren

3.3.1 Zur Apoptoseinduktion ist CD95 in Jurkat-Zellen entbehrlich
Zur Klarung des Signaltransduktionswegs, auf dem P. aeruginosa vermittelte

Apoptose stattfindet, wurden Infektionsversuche an Jurkat-Zelllinien, die
verschiedene Defizite des Rezeptorvermittelten Apoptosewegs aufweisen,
durchgefuhrt. Die Abbildung 28 stellt die Ergebnisse dar, die nach 24-stindiger
Infektion von den CD95-defizienten Jurkat-Zellen APO-R1 und deren
Kontrollzellen J16 durch verschiedene P. aeruginosa Stamme mit Hilfe der
Propidiumjodidfarbung ermittelt wurden. Trotz der Unféahigkeit dieser Zellen an

CD95-abhangiger Apoptose unterzugehen, induzierten alle untersuchten P.
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aeruginosa-Stamme Apoptose ohne signifikanten Unterschied zwischen der
Mutterzelllinie J16 und der alterierten Zelllinie APO-RL1.

= 100 | 0J16
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neg.K Pao 1v algc::tet

Zellzyklusanalyse

Abbildung 28: Induktion von Apoptose durch verschiedene P. aeruginosa Stdmme in den

Jurkat-Zelllinien J16 und APO-R1 mit Propidiumjodidfarbung gemessen. n=2 mit

Darstellung der Standardabweichung. Infektionsdosis MOI 1. 24h

3.3.2 Caspase-8 und FADD sind keine Bedinqunq fiir Apoptose

Nachdem gezeigt wurde, dass an oben genannten Jurkat Zelllinien die P.
aeruginosa induzierte Apoptose nicht abhangig von CD95 erfolgt, wurde zur
weiteren Klarung des Signaltransduktionswegs Infektionsversuche an den
Jurkat-Zelllinien JA3, die verschiedene Defizite des rezeptorvermittelten
Apoptosewegs aufweisen, durchgefihrt. Die Abbildung 28 stellt die Ergebnisse
dar, die nach 24-stindiger Infektion von den Caspase-8-defizienten Jurkat-
Zellen Casp8, von den FADD-defizienten Jurkat-Zellen FADD und deren
Kontrollzellen JA3 ermittelt wurden. Diese Zellen waren durch verschiedene P.
aeruginosa Stamme infiziert und mit Hilfe der Propidiumjodidfarbung und der
fitc-Vad-FMK-Farbung untersucht worden. Trotz der Unfahigkeit dieser Zellen
an rezeptorvermittelter Apoptose unterzugehen, induzierten alle untersuchten
P. aeruginosa-Stamme Apoptose ohne signifikanten Unterschied zwischen der
Mutterzelllinie JA3 und den alterierten Zelllinien Casp8 und FADD.
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Abbildung 29: Induktion von Apoptose durch verschiedene P. aeruginosa Stadmme in den
Jurkat-Zelllinien JA3-VT, JA3-Casp-8 und JA3-FADD mit_fitc  -Vad-FMK-Férbung
gemessen. n=1 Infektionsdosis MOI 1

3.3.3 P. aeruginosa vermittelte Apoptose erfolgt Uber Mitochondrien

Anschlieend wurde die Rolle des mitochondriellen Signalwegs bei P.
aeruginosa induzierter Apoptose Uberprtft. Die Zelllinien wurden Uber 24h mit
den P. aeruginosa Stdmmen Paolv und Pak R1 algc::tet infiziert und
anschlieBend mittels Zellzyklusanalyse gemessen. Aus Abbildung 30 sind die
gewonnen Ergebnisse zu entnehmen. Die Apoptoseraten unterscheiden sich
bei der Paolv Infektion signifikant. Die w/t Zellen der bcl-xL und bcl-2 Zellen
verhalten sich resistenter gegen mitochondrielle Apoptose als ihre Vector
Zelllinien, da die Uberexpression von antiapoptotischen Proteinen des
Mitochondriums die Resistenz bedingen. Somit konnte gezeigt werden, dass fur
Paolv der mitochondrielle Weg von besonderer Bedeutung fur die
Apoptoseinduktion ist. Ein unterschiedliches Muster ergibt sich fur Pak R1
algc::tet. Diese Unterschiede konnten auf eine verzogerte Kinetik

zurluckzufuhren sein.
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Abbildung 30: Induktion von Apoptose in_den bcl Uberexprimierenden Zellen bcl-2 und

bcl-xL. Paolv verursacht Apoptose lber den mitochondriellen Weg. Apoptose durch Pak R1
algc::tet fallt bei den Vectorzellen geringer aus als durch Paolv.
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4. Diskussion

P. aeruginosa verursacht respiratorische Infektionen bei immunkompromitierten
Patienten. Besonders auf Intensivstationen ist P. aeruginosa als Verursacher
von nosokomialen Pneumonien gefurchtet. Nosokomiale Pneumonien, die von
P. aeruginosa verursacht werden, sind mit einer Letalitaét von bis zu 50 %
behaftet. Die Mechanismen, die auf molekularer Ebene eine erhdhte Anfalligkeit
fur P. aeruginosa bei Patienten auf Intensivstationen bedingen, sind
weitestgehend unbekannt. Bei Patienten auf Intensivstationen kénnte die
Abwehr von P. aeruginosa im Vergleich zu gesunden Individuen gestort sein.
Eine gestorte Abwehr wiirde einen Uberlebensvorteil fir das Bakterium P.
aeruginosa ergeben und dann eine Erklarung fur die erhéhte Anfalligkeit von
Intensivpatienten fir eine nosokomiale Pneumonie durch P. aeruginosa sein.
Das Krankheitsmodell der zystischen Fibrose dient der Betrachtung von einer
auf spezifischer Art und Weise gestérten Elimination von P. aeruginosa aus
dem Respirationstrakt. Die Mutation des Proteins CFTR fuhrt zu einem
Eliminationsdefizit von P. aeruginosa aus der Lunge. Die spezifisch
beeintrachtigte Elimination verursacht bei Patienten, die an zystischer Fibrose
leiden, chronisch persistierende Infektionen mit P. aeruginosa. Der
Zusammenhang zwischen der Expression eines veradnderten CFTR - Proteins
und der gestorten Elimination von P. aeruginosa im Respirationstrakt ist nicht
vollstandig aufgeklart. CFTR ist ein Rezeptor fur das LPS von P. aeruginosa
und vermittelt die Internalisierung von P. aeruginosa via Endozytose in
respiratorische Epithelzellen.®”*® Dieser Vorgang stellt in der Abwehr von P.
aeruginosa einen zentralen Mechanismus dar. Welche weiteren Schritte der
Aufnahme in die respiratorischen Wirtszellen folgen, ist nicht bekannt. Die
Entschlisselung des Mechanismus, der zur erhdhten Anfélligkeit fir P.
aeruginosa Lungeninfektionen bei Patienten mit zystischer Fibrose fihrt, kbnnte
unter Umstanden zur Klarung der erhdhten Pradisposition von Intensivpatienten
fur die nosokomiale Pneumonie durch P. aeruginosa beitragen. Die
grundlegende Hypothese dieser Arbeit beschaftigt sich mit der Keimelimination
von P. aeruginosa aus dem Respirationstrakt durch Internalisierung in die
respiratorische Epithelzelle und anschlieBender Apoptoseinduktion. Der
apoptotische Untergang von respiratorischen Epithelzellen, die mit
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internalisierten P. aeruginosa — Bakterien beladen sind, dient dem Ablésen aus
dem epithelialen Verband und dann der Elimination von P. aeruginosa aus dem
Respirationstrakt. Mdglicherweise werden die apoptotischen Zellen von
Nachbarzellen endozytiert und verdaut oder sie werden mit Hilfe der

mukozilidren Clearence aus dem Respirationstrakt entfernt.

In der vorliegenden Arbeit wurden vergleichend Zelllinien eingesetzt, die
entweder Uber ein mutiertes CFTR (AF508) oder Uber ein wildtyp CFTR
verfugten. Diese Zelllinien wurden auf die Frage hin getestet, ob die Interaktion
zwischen P. aeruginosa LPS und wildtyp CFTR zum apoptotischen Untergang
respiratorischer Epithelzellen fiihrt. Schroeder et al.?® haben in einer Studie
untersucht, welche Konsequenzen die Interaktion von P. aeruginosa LPS mit
respiratorischen Epithelzellen hat. In dieser Veroffentlichung ist nur ein kurzes
Zeitfenster nach Stimulation von respiratorischen Epithelzellen mit P.
aeruginosa LPS untersucht worden, das sich auf ein Intervall zwischen der
ersten und vierten Stunde nach Gabe der LPS — Dosis bezog. Die Erweiterung
des Beobachtungsintervalls auf Zeiten, die fur die Induktion und Messung von
Apoptose realistisch sind, wurde in der vorliegende Arbeit vorgenommen, um zu
untersuchen, ob das LPS von P. aeruginosa nach der Bindung an wildtyp CFTR
eine Kette von Signalen ausldst, an deren Anfang die Aktivierung von NFkB und
an deren Ende die Induktion von Apoptose in der betroffenen Zelle steht.

4.1 Apoptose durch das LPS von _P. aeruginosa

Um die Induktion von Apoptose durch P. aeruginosa LPS zu untersuchen,
diente ein Zellmodell respiratorischer Epithelzellen (CFT1). Dieses Zellmodell
unterscheidet Zellen, die die haufigste CFTR Mutation bei zystischer Fibrose
(AF508) exprimieren, von Zellen, die das wildtyp CFTR exprimieren. Die CFT1
Zelllinien stammen ursprunglich von einem Patienten, der an zystischer Fibrose
erkrankt war. CFT1 — Zelllinien, die wildtyp CFTR exprimieren, sind mit einem
retroviralen Vektor transfiziert worden. Der Vorteil dieses Zellmodells ist es, die
mdgliche Rolle der Apoptose als Eliminationsmechanismus von P. aeruginosa
aus der Lunge zu untersuchen und Rickschlisse auf das Krankheitsmodell der
zystischen Fibrose zu ziehen. Auferdem wurde eine respiratorische
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Epithelzelllinie (A549) als Kontrollzelllinie betrachtet, die nicht nachtraglich
gentechnisch mittels retroviralem Vektor transfiziert worden ist, um die
Expression von wildtyp CFTR zu erreichen. Diese Zelllinie exprimiert an sich
wildtyp an ihrer Oberflache.

Wildtyp CFTR vermittelt die Endozytose von ganzen P. aeruginosa — Bakterien
in die respiratorische Epithelzelle, was Uber die spezifische Bindung von CFTR
an P. aeruginosa LPS geschieht. Wenn die Elimination von P. aeruginosa uber
Apoptose erfolgt, dann musste man beim Betrachten des Krankheitsmodells der
zystischen Fibrose fordern, dass die mit der Elimination von P. aeruginosa
vergesellschaftete Apoptose in kausalem Zusammenhang mit der Aktivierung
von CFTR steht. Gesunde Individuen unterscheiden sich von Patienten mit
zystischer Fibrose allein durch eine Mutation im CFTR — Gen. Diese Mutation
geht mit einer verminderten Internalisierung von P. aeruginosa in
respiratorische Epithelzellen einher. Sollte die Funktion von CFTR als Rezeptor
fur P. aeruginosa an der Oberflache von respiratorischen Epithelzellen fur das
Eliminationsdefizit von P. aeruginosa aus dem Respirationstrakt verantwortlich
sein, dann ist das Eliminationsdefizit mit einer Fehlfunktion von respiratorischen
Epithelzellen assoziiert. Ob die entscheidende Fehlfunktion respiratorischer
Epithelzellen ein gestorter Ablauf der Apoptose in Zellen mit AF508 an ihrer
Oberflache ist, wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht. Ein besonderer
Fokus war die Induktion von Apoptose durch P. aeruginosa in Abhangigkeit der
spezifischen Interaktion zwischen dem smooth LPS von P. aeruginosa und
seinem Rezeptor dem CFTR Protein. Daher wurde in einem ersten Schritt die
Induktion von Apoptose durch das isolierte P. aeruginosa LPS untersucht.

Das LPS — Molekul von P. aeruginosa ist als wichtigstes Oberflachenantigen an
der Interaktion zwischen eukaryoter und prokaryoter Zelle wesentlich beteiligt.
Das LPS-Molekdl ist Gber den hydrophoben Lipid A Anteil in der auf3eren
Membran von P. aeruginosa verankert und Uber die Core-Region mit den
oberflachlichen O-spezifischen Seitenketten verbunden. Es nimmt durch seine

Lokalisation mit der benachbarten Umwelt des Keims Kontakt auf.

Die Bezeichnungen ,smooth* und ,rough” beziehen sich auf den Phanotyp von
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P. aeruginosa LPS. Das Vorhandensein von Lipid A, Core und O-spezifischen
Seitenketten qilt als smooth LPS Phanotyp, wahrend das Fehlen der O-
spezifischen Seitenketten als rough Phé&notyp bezeichnet wird. Der rough
Phanotyp zeichnet sich durch eine geringere Immunogenitéat und eine geringere
Virulenz aus. * Der isolierte LPS - rough Phanotyp ist nicht zur Interaktion
zwischen CFTR und Zelle befahigt. Dieser LPS — Phéanotyp verursacht keine
Zellaktivierung und ist nicht durch Endozytose internalisierbar. Auch ganze
Bakterien, die diesen P. aeruginosa LPS Phéanotyp an der Oberflache tragen,

kénnen nicht in respiratorische Epithelzellen internalisiert werden.

Die intakte epitheliale Barriere der Bronchialzellen stellt ein Hindernis fir die
Invasion eines Keims in das Gewebe dar. Bronchiale Epithelzellen sind polar
angeordnet und gehen interzellulare Verbindungen mit Nachbarzellen ein.
Diese Verbindungen werden als ,tight junctions® bezeichnet und
kompartimentieren die Zellmembran in einen apikalen Bereich (luminal) und
einen basolateralen Bereich (auf Seiten der Basalmembran). Wie aus
Untersuchungen von Fleiszig et al. bekannt ist, findet die endozytotische

Internalisierung von LPS via CFTR an der basolateralen Membran statt. 37

Um dem mdglichen Fehler, dass das geltste LPS nur die apikale Membran der
adharenten respiratorischen Epithelzellen erreicht, zu entgehen, wurden die
adharenten Epithelzellen vor einer LPS — Exposition von der Unterlage abgeldst

und als Zellsuspension mit dem P. aeruginosa LPS in Kontakt gebracht.

Die Kontrollzelllinie A549 konnte in Suspension mit P. aeruginosa LPS in
Kontakt gebracht werden. Die zu erwartende Internalisierung von wildtyp LPS
via intaktem CFTR an der Zelloberflache von A549 — Zellen konnte im Zeitraum
bis 24 Stunden keine Apoptose induzieren. Die LPS — Exposition von den CFT1
— Zelllinien in Suspension ergab eine unspezifische Induktion von Apoptose, die
auf die Versuchsbedingungen in Suspension zurickzufihren war. Dieselbe
Betrachtung bei CFT1 — Zelllinien in einem Versuchsansatz mit adharenten
Zellen ergab eine fehlende Apoptoseinduktion durch P. aeruginosa smooth
LPS. Eine Apoptoseinduktion durch rough LPS konnte im beschriebenen
Versuchsdesign nicht nachgewiesen werden.
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Der fehlende Nachweis einer Apoptoseinduktion durch P. aeruginosa LPS in
respiratorischen Epithelzellen spricht dafiir, dass die Interaktion von CFTR mit
dem smooth LPS von P. aeruginosa nicht kausal an der Induktion von Apoptose
durch den Keim P. aeruginosa beteiligt ist. Als alleiniges Stimulans reicht die
Inkubation mit dem gelosten smooth LPS von P. aeruginosa nicht aus, um

Apoptose in respiratorischen Epithelzellen zu induzieren.

Eine mdgliche Fehlerquelle bei den vorliegenden Untersuchungen kdnnte auf
einem erhaltenen Zellverband beruhen, bei dem die basolateralen
Membrananteile, die im normal polarisierten respiratorischen Epithel die
Internalisierung von smooth P. aeruginosa LPS via CFTR vermitteln, nicht
zuganglich sind fur das LPS von P. aeruginosa. Die bei den vorliegenden
Versuchen untersuchten subkonfluenten Epithelverbande respiratorischer
Epithelzellen bilden Zell zu Zell — Kontakte aus, die jedoch keine
Kompartimentierung in eine apikale und basolaterale Membran ermdoglichen.
Das Auftragen von smooth LPS auf diesen epithelialen Zellverband erméglicht,
dass das LPS mit allen Membrananteilen der respiratorischen Epithelzellen in
Bertihrung kommen. Um eine Autoaggregation der einzelnen LPS — Molekile
unwahrscheinlich werden zu lassen sind die LPS — haltigen Losung vor der
Anwendung auf respiratorischen Epithelzellen fir 5 Minuten im Ultraschallbad
behandelt worden. Es konnte in der Arbeit von Schroeder et al. gezeigt werden,
dass dieses Vorgehen die Internalisierung von fluoreszenzmarkiertem smooth
LPS von P. aeruginosa in respiratorischen Epithelzellen ermdglicht. Die

Internalisierung dieses smooth LPS wurde durch CFTR vermittelt.*®

Das methodisch identische Vorgehen bei der Exposition der selben
respiratorischen Epithelzellen mit smooth LPS von P. aeruginosa, lasst den
Schluss zu, dass bei den Untersuchungen in dieser Arbeit das smooth LPS von
P. aeruginosa eine Interaktion mit CFTR eingegangen ist, die dazu fihrte, dass
smooth LPS via Endozytose in die respiratorische Epithelzelle aufgenommen
wurde. Die smooth LPS CFTR Interaktion reichte als Signaltransduktion fir
Apoptose der respiratorischen Epithelzelle mdglicherweise nicht aus. Die
Unterschiede zwischen den Untersuchungen von Schroder et al. und den
vorliegenden Untersuchungen beziehen sich ausschlie3lich auf das gewahlte
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Zeitfenster. Daher bleibt ungeklart, ob die Inkubation mit P. aeruginosa LPS
Uber den langen Zeitraum von 24 Stunden standig aufrechterhalten werden
kann, oder ob nach einigen Stunden eine Reaggregation der LPS — Molekile
eintritt, die dann als Signal fir die Induktion von Apoptose nicht ausreicht.

Die vorliegende Arbeit konnte keinen kausalen Zusammenhang zwischen der
Aktivierung von CFTR durch das smooth LPS von P. aeruginosa und der
Induktion von Apoptose durch P. aeruginosa erbringen. Vorausgesetzt, die
erhaltenen Ergebnisse unterliegen keinem systematischen Fehler, kdnnte man
darauf schlieBen, dass CFTR nach Aktivierung durch das smooth LPS von P.
aeruginosa zur Aktivierung von NFkB flhrt, aber diese Aktivierung auf lange
Sicht hin gesehen keine Induktion von Apoptose zur Folge hat. Daher konnte
man diesen Ergebnissen ablesen, dass das LPS von P. aeruginosa in
respiratorischen Epithelzellen keine Apoptose auslést. Die fehlende Induktion
von Apoptose konnte durch Variation der CFTR — Expression nicht beeinflusst
werden. Weder das Vorhandensein von wildtyp CFTR an der Oberflache der
Zelle noch die Expression von AF508 CFTR an der Zelloberflache konnte nach
Stimulation durch das smooth LPS oder nach Stimulation durch das rough LPS

Apoptose induzieren.

4.2 Der Einfluss eines polaren epithelialen Zellverban _ ds in der_P.
aeruginosa _— induzierten Apoptose

Die epitheliale Schutzbarriere trennt den Organismus von seiner Umwelt und
erschwert die Invasion von Mikroorganismen in das Gewebe. Die epitheliale
Zelle ist Uber ,tight junctions® mit ihren benachbarten Zellen verknipft. Man
unterscheidet einen basolateralen Teil, der der Basalmembran zugewandt ist,
von einem dem Lumen zugewandten Teil der Plasmamembran. Der
gemessene transepitheliale Widerstand ist abhéngig von der Dichte der ,tight
junctions® zwischen benachbarten Zellen. Er ist umso hoher, je dichter der
epitheliale Verband abschliet. Die Aufnahme von P. aeruginosa durch
respiratorische Epithelzellen ist abhangig von der Dichtigkeit, mit der die
Epithelbarriere abschlieRt.*® Die Endozytose von P. aeruginosa findet nicht am
apikalen Membranabschnitt statt. P. aeruginosa muss zur Invasion in die

Wirtszellen den basolateralen Membranabschnitt erreichen, was das Auflosen

81



4. Diskussion

der Polaritdit des epithelialen Verbandes zur Bedingung hatte, da die
basolateralen Abschnitte der Zellmembran nicht ohne Durchbruch der ,tight
junctions® von luminal her zugénglich ist.'** Die bestméglichen Bedingungen,
um die LPS-CFTR-Interaktion hinsichtlich der Apoptoseinduktion zu
untersuchen, sind daher dann gegeben, wenn man die Interaktionen an

unpolarisierten Epithelzellen durchfihrt.

In der vorliegenden Arbeit hatte die Erleichterung der endozytotischen
Aufnahme des P. aeruginosa LPS in die untersuchten Epithelzellen keinen
Einfluss auf die Apoptoseantwort. Die Interaktionen zwischen P. aeruginosa
LPS und den Lungenepithelzellen fihrten nicht zur Apoptoseinduktion. Diese
Antwort auf das LPS-Stimulans ging sowohl aus den Untersuchungen an
polaritatslosen Zellen als auch aus Experimenten, bei denen die Zellen im

Verband adharent belassen worden sind, hervor.

Der sich ergebende Vorteil, Zellen in adharenter Form zu untersuchen, bestand
darin, dass bei Betrachtung langer Zeitrdume die Zellen nur zu einem sehr
geringen Prozentsatz spontan apoptotisch wurden. Durch das Belassen im
Zellverband war es mdglich, die Kinetik nach Inkubation mit verschiedenen
Stimulantien zu charakterisieren. Der polarisierte Zellverband gewinnt fir die
Interaktionen durch P. aeruginosa und CFTR Bedeutung, wenn die Dichte der
Light junctions® so hoch ist, dass sich transepitheliale Widerstande ergeben, die

sich im Bereich von 1000 Q/cm? und mehr bewegen.”

Die untersuchten Zellen (CFT1 und A549) gehdren zu den respiratorischen
Epithelzellen mit eher niedrigem transepithelialen Widerstand.”* Daraus kann
abgeleitet werden, dass bei den respiratorischen Epithelzellen trotz Belassen in
adhéarenten Zellverbanden keine Trennung in apikale und basolaterale

Membrankompartimente erfolgt.

Das in der vorliegenden Studie eingesetzte Stimulans hatte daher trotz
Adharenz der Zelle aufgenommen werden kdnnen, falls es die Voraussetzugen
fur die Internalisierung mitbrachte. Daher kann in der vorliegenden Studie
davon ausgegangen werden, dass die untersuchten respiratorischen

Epithelzelllinien ohne Einschrankungen auf eine Stimulation durch P.
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aeruginosa LPS oder eine Infektion mit P. aeruginosa Bakterien reagieren. Die
Fehlerquelle, dass bei adhéarente Epithelzellen eine Interaktion zwischen CFTR
und dem smooth LPS von P. aeruginosa wegen der Polaritat dieser Zellen
unterbleibt, kann als vernachlassigt werden.

4.3 Die modulierende Wirkung von CFTR auf die Apoptose durch den
Keim P. aeruginosa

P. aeruginosa induziert Apoptose in respiratorischen Epithelzellen.** Die
jetzige Arbeit untersuchte, ob die  Apoptose durch P. aeruginosa in
respiratorischen Epithelzellen bei der Elimination von P. aeruginosa aus dem
Respirationstrakt beteiligt ist. In dem vereinfachten Eliminationsmodell, das sich
an das Krankheitsmodell der zystischen Fibrose anlehnt, wird davon
ausgegangen, dass die Expression eines mutierten CFTR, das seiner Funktion
als Vermittler der Endozytose von P. aeruginosa in die respiratorische
Epithelzelle nicht nachkommen kann, die Elimination von P. aeruginosa
verzogert oder gar unmdoglich macht. Auf welchem Weg die gestorte
Endozytose die Elimination von P. aeruginosa aus dem Respirationstrakt
hindert, ist bisher ungeklart. Eine Fragestellung dieser Arbeit war, ob die
spezifische Interaktion zwischen CFTR und dem smooth LPS von P.
aeruginosa zu einem verstarkten apoptotischen Absterben der untersuchten
respiratorischen Epithelzellen fuhrt. Wenn die Apoptosehaufigkeit bei
respiratorischen Epithelzellen mit Expression von wildtyp CFTR nach Infektion
mit dem Keim P. aeruginosa, der smooth LPS an der Oberflache tragt, erhoht
ware, dann konnte man anhand dieses vereinfachten Eliminationsmodells
argumentieren, dass die Expression von wildtyp CFTR an der Zelloberflache zu
einer besseren Clearence des Bakteriums P. aeruginosa aus der Lunge
beitragt, indem die respiratorischen Epithelzellen, die P. aeruginosa
internalisieren, apoptotisch werden. Die Apoptose kdnnte bei Betrachtung des
vereinfachten Eliminationsmodells zur spezifischen Clearence von P.

aeruginosa beitragen.
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4.3.1 Die Beteiligung des Chloridkanals CFTR an der Apoptosemaschinerie
der Zelle

Der Vergleich der Apoptosefrequenz zwischen respiratorischen Epithelzellen,
die Uber einen komplett funktionsfahigen CFTR-Kanal verfigen und Zellen,
deren CFTR-Kanal durch Mutation seine Funktion als Chloridkanal, Regulator
verschiedener anderer Kanale und als Rezeptor von P. aeruginosa verloren hat,
birgt Gefahren. Mdgliche Unterschiede in der Apoptosefrequenz zwischen den
Zelllinien konnten natirlich auf die Funktion von CFTR als Rezeptor von P.
aeruginosa zurick zu fuhren sein. Jedoch musste dann ausgeschlossen
werden, dass der CFTR-Kanal nicht durch andere Funktionen — zum Beispiel
als Regulator anderer Proteine - in den Ablauf der Apoptose in der Zelle
eingreift. Daher wird im folgenden Kapitel die Bedeutung von verschiedenen
CFTR - Funktionen bei der Induktion von Apoptose anhand der gegenwartigen
Literatur diskutiert. Es soll gezeigt werden, dass die anderen Funktionen von
CFTR keinen Einfluss auf die Apoptoseregulation der Zelle austben. Mit
Ausschluss dieser Fehlerquelle kdnnen alle gemessenen Unterschiede
zwischen Zellen, die wildtyp CFTR exprimieren, und Zellen, die AF508 CFTR
exprimieren, auf die Funktion von CFTR als Rezeptor des smooth LPS von P.

aeruginosa zuruckgefuhrt werden.

In der aktuellen Literatur findet man kontroverse Aussagen bezuglich der Rolle

von CFTR bei der Apoptose.

Zunachst werden nun die Argumentationsketten der Autoren dargestellt, die
eine proapoptotische Funktion von CFTR befurworten. Falls CFTR eine
proapoptotische Funktion héatte, wirden Zellen, die AF508 CFTR an der
Oberflache exprimieren per se resistenter gegen apoptotische Stimuli

reagieren.

Es wird argumentiert, dass CFTR notwendig ist, um eine regelrechte
zytoplasmatische Ansauerung zu garantieren.*® Méglicherweise funktioniert
CFTR selbst als HCOg3 - Transporter oder aber CFTR vermittelt Gber Interaktion
mit anderen Kanalen die intrazellulare Ansauerung.*® Eine zytoplasmatische
Ansauerung wird als ein frihzeitiges Ereignis in der Apoptosekaskade

aufgefasst, das erforderlich ist, um die sauere Endonuklease, die fiur die DNA-
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Fragmentierung vonndten ist, zu aktivieren.®

FUr einige Autoren ist dieser Mechanismus die entscheidende Ursache fir die

Beteiligung von CFTR an der Apoptoseregulation.®%®

Fur einige Arbeitgruppen liegt die proapoptotische Bedeutung von CFTR in der
Fahigkeit, neben dem Chloridtransport auch den Glutathiontransport in die
Zellen zu vermitteln.®* Diese Entdeckung stellt eine Verbindung zwischen CFTR
und der Oxidantienabwehr der Lunge her. Die Glutathionkonzentration von
Lungenepithelzellen ist von der CFTR-Expression abhangig. Ein
zytoplasmatischer Verlust von Glutathion vermittelt eine Cytochrom c
Ausschittung aus dem Mitochondrium mittels Aktivierung von BAX, ein
proapoptotisches Protein der bcl-2 Proteinfamilie. In Zellen, die wildtyp CFTR
exprimieren, wird BAX nach oxidativem Stress eher aktiviert als in Zellen mit
mutiertem CFTR.>® Auch zytoplasmatische pH-Alterationen filhren zu einer
BAX-Aktivierung.®*#*° Zusammengetragen konnten also sowohl der verzégerte
Glutathionverlust aus dem Zytoplasma als auch die verzogerte
zytoplasmatische Ansduerung eine verminderte Aktivierung von BAX bedingen,
die die beobachtete Resistenz von Zellen mit verdndertem oder fehlendem
CFTR erklart.

Im Gegensatz zu den obigen Studien werden nachfolgend Untersuchungen
beschrieben, die befurworten, dass CFTR mit seiner Funktion antiapoptotisch
wirkt. Damit wirden Zellen, die Uber mutiertes CFTR verfigen, eher an
Apoptose zugrunde gehen als Zellen, die Uber das wildtyp CFTR verfugen.

Die Inhibition des Chloridstroms von CFTR durch Glibenclamid induziert

Apoptose in Hepatoblastomzellen.®?®

Untersuchungen an Darm- und
Bronchialepithelien, die aus Biopsiematerial von CF-Patienten gewonnen
worden sind, zeigten eine erhthte basale Apoptoserate im Vergleich zum
Kontrollepithel.” Die Arbeitsgruppe postulierte, dass in CF-Zellen der
Apoptoseprozess zunadchst vermehrt initiiert wird und es zu einer vermehrten
DNS-Fragmentierung in den Epithelien kommt. Die Zellen verfehlen es jedoch

dann, den Prozess zu komplettieren.

Befurwortet wird diese Ansichtsweise dadurch, dass die Architektur der
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Darmzotten in den Untersuchungen bis auf eine vermehrte DNS-
Fragmentierung intakt ist. Da in dieser Studie Lungenepithelien von potentiell
chronisch mit P. aeruginosa infizierten Patienten mit gesunden Kontrollen
verglichen worden ist, sind die gewonnenen Ergebnisse jedoch eher wenig
aussagekraftig, da eine prolongierte P. aeruginosa-Exposition ebenfalls
Apoptose vermittelt.*® Ebenfalls kénnten die Ergebnisse der Autoren auf eine

verzogerte Elimination der apoptotischen Zellen zuriickgefiihrt werden.!®

Im Gegensatz zu bisher dargelegtem sind einige Autoren zum Schluss
gekommen, dass CFTR gar keinen Einfluss auf die Apoptosesensitivitat der
Zelle hat:

Die Apoptoserate nach UV-Bestrahlung, Doxorubicin-, Puromicin- und
Staurosporin-Exposition von CFT1-Zelllinien andert sich nicht signifikant
abhangig von der CFTR-Expression.***® Die Autoren schlussfolgern, dass die
CFTR-Funktion die Empfindlichkeit der Zelle fir Apoptose nicht beeinflusst.
Diese Voruntersuchungen in der Studie von Cannon et al.*® bedeuten fiir die
Experimente der vorliegenden Arbeit, dass man die Unterschiede in der
Apoptosefrequenz mit der Funktion von CFTR als Rezeptor fir das smooth LPS
von P. aeruginosa in Verbindung bringen kann. Cannon et al. konnten zeigen,
dass nach der Induktion von Apoptose durch eine Reihe von
Apoptosestimulantien, die als Positivkontrollen dienten, keine Unterschiede
zwischen den verschiedenen CFT1 — Zelllinien messbar waren. Die Testung
dieser verschiedenen Positivkontrollen, die auf unterschiedliche Mechanismen
zur Apoptoseinduktion zuruckgriffen, an CFT1 — Zellen konnte fir diese
Zellmodell festlegen, dass die anderen CFTR — Funktionen aul3er der Funktion
als Rezeptor fur das LPS von P. aeruginosa keine Unterschiede in der
Apoptosesensitivitdt der Zellen verursachten. Diese Voruntersuchungen zum
Ausschluss von interferierenden CFTR — Funktionen im Apoptosegeschehen
ergaben, dass es trotz Unterschied der CFTR — Expression an der Oberflache
zu keinen Unterschieden in der Apoptosehéaufigkeit von CFT1 —Zellen kam. Der
Einsatz von einem identischen Zellmodell fur diese Untersuchungen erlaubt es,
parallel zu der Studie von Cannon et al. davon auszugehen, dass alle
messbaren Effekte zwischen wildtyp und AF508 Expression auf die CFTR —
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Funktion des Rezeptors fir das smooth LPS von P. aeruginosa zuriickzuftihren

sind.

Fur das in dieser Arbeit untersuchte Zellmodell konnte gezeigt werden, dass
sich Ungleichheiten in der Expression von wildtyp CFTR zur Expression von
AF508 CFTR nicht in den gemessenen Apoptoseparametern nach Induktion
von Apoptose mit verschiedenen Stimulantien ergeben.” Auf dieser Ebene
konnte Cannon et al. zeigen, dass das CFT1 — Zellmodell geeignet ist, die
Hypothese zu testen, dass CFTR modulierend auf die Apoptoseinduktion durch
P. aeruginosa einwirkt, und dass diese Modulation auf die Bindung von smooth

LPS von P. aeruginosa zurtckzufihren ist.

Dass ein fehlender Einfluss der wildtyp CFTR - Expression und der AF508
CFTR Expression auf die Induktion von Apoptose durch verschiede Stimuli
besteht, konnte bisher nur fir das CFT1 - Zellmodell erbracht werden. Ob ein
CFTR-Defekt Einfluss auf die Apoptosemaschinerie der Zelle nimmt, kann also
anhand der Datenlage derzeitig nicht mit letztendlicher Sicherheit beurteilt
werden. Die bisherigen Aussagen zur Rolle von CFTR wéhrend der Apoptose

verhalten sich widerspriichlich, 3312345684

4.3.2 CFTR beeinflusst via spezifischer P. aeruginosa - LPS — Interaktion die
Apoptoseantwort

Nachdem anhand der ersten Ergebnisse ein direkter kausaler Zusammenhang
zwischen der Interaktion von P. aeruginosa LPS mit seiner Bindungsstelle am
CFTR — Molekdl in der P. aeruginosa induzierten Apoptose nicht nachgewiesen
wurde, stellte sich die Frage, ob die von P. aeruginosa induzierte Apoptose
durch CFTR — Expression quantitativ beeinflusst wird. Damit kame dem CFTR —
Protein eine modulierende Wirkung bei der P. aeruginosa induzierten Apoptose

ZU.

Hinsichtlich dieser Fragestellung konnten in Untersuchungen an CFT1 -
Zelllinien keine Unterschiede zwischen solchen Zellen, die wildtyp CFTR
exprimieren und solchen, die AF508 - CFTR exprimieren, gemessen werden.

Die CFTR — Expression hatte somit keinen Einfluss auf die Apoptosekinetik der
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Zellen. In der vorliegenden Arbeit konnte keine Abhéangigkeit zwischen
Apoptoserate und der Expression von wildtyp CFTR an der Oberflache
hergestellt werden. Die Beeinflussung der Apoptosequantitdt durch die
Internalisierung von P. aeruginosa via P. aeruginosa smooth LPS — CFTR —
Interaktion erscheint wenig wahrscheinlich. Besonders dann, wenn der P.
aeruginosa Stamm Pak R1 algc:itet mit dem rough Phanotyp, dessen

Internalisierung mittels CFTR nicht mdglich ist, Apoptose induziert.

Das LPS von P. aeruginosa und dessen Interaktion mit CFTR ist laut den
Ergebnissen dieser Arbeit also weder Trigger noch Modulator der Apoptose

durch P. aeruginosa.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente konnten zeigen, dass die
Fahigkeit zur Internalisierung bei wildtyp CFTR exprimierenden Zellen nicht mit
einer verstarkten Apoptoseinduktion einhergeht. Die unterschiedliche
Internalisierung durch die verschiedenen CFT1 — Zelllinien fuhrte nicht zu einer
quantitativen Anderung der Apoptoserate. Dabei waren auch P. aeruginosa
Stdmme in der Lage Apoptose zu induzieren, die aufgrund des rough LPS nicht
durch Endozytose in die Wirtszelle aufgenommen werden konnten. Es konnte
daher keine Korrelation zwischen der Zytotoxizitdt von P. aeruginosa und
dessen Internalisierung hergestellt werden. Diese Aussage steht im Einklang
mit der Arbeit von Evans et al..** Diese Arbeit konnte zeigen, dass P.
aeruginosa Stamme, die nicht zur Invasion in die Zelle beféahigt waren, trotzdem

Uber eine unveranderte Zytotoxizitat verfugten.

In einer anderen Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Vereitelung der
Internalisierung von P. aeruginosa durch die Blockierung der Bindungsstelle
von CFTR fir LPS mit einem homologen Peptid die durch P. aeruginosa

induzierte Apoptose nicht verhindern konnte.®®

Die Arbeitgruppe von Cannon et al. konnte zwei Korrelationen belegen: Erstens
wurde eine Wechselbeziehung zwischen Expression von CFTR und der
Apoptosequantitdt gemessen. Zweitens hat diese Arbeitgruppe eine Korrelation
zwischen der Menge internalisierter Bakterien und der Apoptoserate herstellen

konnen. Die gemessenen Unterschiede und Wechselbeziehungen zwischen
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den untersuchten Parametern erlauben jedoch noch keine kausale
Schlussfolgerung. Man kann also nicht sagen, dass die erhdhte Apoptoserate
durch die Menge der internalisierten Bakterien begrindet ist, denn der
ursachliche Zusammenhang ist in dieser Arbeit nicht untersucht worden. Die
Arbeitsgruppe konnte ferner nachweisen, dass sich keine Auswirkung auf die
Apoptosehaufigkeit ergibt, wenn die Internalisierung mittels Cytochalasin D
inhibiert wird, das zur Zerstérung von Aktinfilamenten fihrt und als Konsequenz
die Internalisierung hemmt.”® Auch diese Ergebnisse von Cannon et al.
sprechen gegen einen ursdchlichen Zusammenhang zwischen der
Internalisierung und der Apoptoseinduktion. Die Autoren argumentieren, dass
die Internalisierung von P. aeruginosa ein unabhangiger Prozess ist, der nicht
von der Internalisierung abhangig ist. Weiterhin haben die Ergebnisse von
Cannon et al. gezeigt, dass eine Korrelation zwischen der wildtyp CFTR —
Expression an der Zelloberflache besteht. Aber auch in diesem Fall konnte kein

ursachlicher Zusammenhang hergestellt werden..

Die Ergebnisse von Cannon et al. unterscheiden sich von denen der
vorliegenden Arbeit. Die vorliegenden Untersuchungen haben ebenfalls die
Apoptosequantitdt mit der Expression von wildtyp und AF508 CFTR ins

Verhéltnis gesetzt. Dabei konnten keine Unterschiede festgestellt werden.

Die Interpretation der diskrepanten Ergebnisse zwischen den Arbeiten die sich
auf ein identisches Zellmodell berufen ist schwierig. Da die Arbeitsgruppe von
Cannon et al. keinen kausalen Zusammenhang aufzeigen konnte und die
gemessenen Unterschiede auf eine Korrelation beschrankt ist, kommen
vielfaltige Erklarungsmoglichkeiten in Frage. Beispielsweise kdnnten die sich
unterscheidenden Infektionszeiten, die sich unterscheidenden
Nachweismethoden fir Apoptose oder andere methodische Unterschiede fur

die divergierenden Ergebnisse in Frage kommen.

Die Daten der vorliegenden Arbeit sprechen insgesamt fur eine von der
Internalisierung abgekoppelte Induktion von Apoptose: Der P. aeruginosa
Stamm Pak R1 algc::tet mit rough LPS auf der Zelloberflache war in der Lage,

Apoptose zu initiieren, obwohl rough LPS dieses Stammes nicht mit CFTR
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interagieren kann und daher folglich das Bakterium auch nicht endozytotisch in
respiratorische Epithelzellen aufgenommen werden kann. Die Fahigkeit,
Apoptose zu initiieren beschrankte sich jedoch auf die CFT1 — Mutterzelllinie,
die nicht retroviral transfiziert worden ist, bei allen retroviral transfizierten
Abkémmlingen der Mutterzelllinie CFT1 — parental wurde durch Pak R1 algc::tet
keine Apoptose induziert. Eine denkbare Mdglichkeit fir diese Beobachtung
ware, dass die Abkémmlinge von CFT1 — parental eine klonale Resistenz
erworben haben, die sie resistent gegen die durch Pak R1 algc::tet A induzierte
Apoptose machen konnte. Zum besseren Verstandnis der Apoptoseinduktion
durch P. aeruginosa Stammen mit dem rough LPS Phanotyp sind weitere
Untersuchungen notwendig, die diese Beobachtung auch in anderen
Zellmodellen respiratorischer Epithelzellen testen, um festzustellen, ob das
Zellmodell der CFT1 — Zelllinien fur die Untersuchung von Apoptose tberhaupt
geeignet ist. Falls die Transfektion der Mutterzelllinie CFT1 — parental zu einer
Veréanderung der Abkdmmlinge gefuhrt héatte, ware die Konsequenz, dass die
Induktion von Apoptose durch den Stamm Pak R1 algc::tet Uber einen anderen
Signaltransduktionsweg vermittelt wird als bei der Apoptoseinduktion durch
einen P. aeruginosa Stamm, der Uber den smooth LPS Phanotyp verfugt.
Davon abgesehen waren die Zelllinien, die Abkommlinge von CFT1 — parental
sind, nicht geeignet, um Untersuchungen zur Apoptose durch P. aeruginosa

durchzufiihren.

Die bisher erarbeiteten Besonderheiten der Apoptoseinduktion durch P.
aeruginosa sollen nun im Lichte anderer Eigenschaften von P. aeruginosa
vermittelter Apoptose betrachtet werden.

Da das Typ lll Sekretionssystem eine notwendige Vorraussetzung fur die

52,90’ soll

Induktion von Apoptose durch P. aeruginosa in epithelialen Zellen ist
darauf im Folgenden darauf eingegangen werden, um zu Uberprufen, ob die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit einer P. aeruginosa induzierten, durch
das Typ Ill System vermittelten Apoptose stehen, obwohl in der vorliegenden
Arbeit das Typ Il System gram — negativer Bakterien nicht explizit untersucht

wurde.
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Durch das Typ Ill Sekretionssystem werden Effektorproteine (Zytotoxine) mittels
eines bakteriellen Einschleusungssystems in die Wirtszelle eingebracht, um
dort physiologische Vorgange der betroffenen Zelle zu modulieren. Fur P.
aeruginosa sind vier Faktoren, die via Typ Ill Sekretionssystem in der Wirtszelle
agieren, bekannt. Es handelt sich um ExoS, ExoT, ExoU und ExoY.3!!10.111.29.4
Diese Zytotoxine funktionieren enzymatisch und verandern physiologische
Ablaufe in der Zelle durch Alteration kovalenter Bindungen, beispielsweise
durch ADP-Ribosylierung oder Dephosphorylierung von Wirtsproteinen. Durch
P. aeruginosa in die Wirtszelle eingeschleustes ExoS kommt es beispielsweise
zur Aktivierung proapoptotischer Signaltransduktionswege, wahrend rettende
Signaltransduktionswege in der Regulation von Zellwachstum und Zelltod

supprimiert werden.>*

In den vorliegenden Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass auch P.
aeruginosa Stamme Apoptose induzieren, die nicht durch Endozytose via CFTR
internalisiert werden, weil der rough LPS Phéanotyp keine Endozytose vermittelt.
Daher wird eine Apoptoseinduktion befurwortet, zu der die Internalisierung
keine Vorrausetzung ist. Die, den Ergebnissen dieser Arbeit zu entnehmende
Tatsache, dass zur Apoptoseinduktion durch den nicht — invasiven P.
aeruginosa Stamm Pak R1 algc::tet auch ohne endozytotische Aufnahme in die
Zelle Apoptose in respiratorischen Epithelzelllinien verursacht, lasst darauf
schlieBen, dass zur Induktion von Apoptose durch P. aeruginosa die alleinige
Adharenz ausreicht. Dies steht im Einklang mit der Typ lll-vermittelten
Apoptoseinduktion, bei der ebenfalls keine Internalisierung des gesamten

Bakteriums notwendig ist.

4.4 Der Signaltransduktionsweqg von ___P. aeruginosa_induzierter Apoptose

Die vorliegenden Untersuchungen beschaftigten sich in einem wichtigen
Teilabschnitt mit der Signalkaskade, die der Apoptose durch P. aeruginosa
zugrunde liegt. In einer Vero6ffentlichung von Grassme et al. konnte ein
Zusammenhang zwischen einem  Signaltransduktionsweg und dem
Eliminationsmechanismus von P. aeruginosa aus dem Respirationstrakt

hergestellt werden. In vivo wurden an dem Todesrezeptor CD95 und dessen
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Ligand CD95L defiziente Mause im Vergleich zu wild-typ Mausen mit einem
nasalen Inoculum an P. aeruginosa infiziert. Mause, die nicht Uber ein intaktes
CD95/CD95L - System verfugten starben mit signifikant hoherer
Wahrscheinlichkeit an einer P. aeruginosa Sepsis als ihre Kontrolltiere.** Diese
Studie von Grassme et al. gab den Anlass, einen Zusammenhang zwischen
dem Signaltransduktionsweg von P. aeruginosa induzierter Apoptose und
dessen Eliminationsweg aus dem Respirationstrakt zu untersuchen. Es wurde
in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob der durch Todesrezeptoren vermittelte
Signaltransduktionsweg flr eine Induktion von Apoptose durch P. aeruginosa
notwendig ist. Um zu determinieren, ob der intrinsische Weg Uuber die
Mitochondrien oder der extrinsische Weg Uuber Todesrezeptoren an der
Zelloberflache wichtiger ist, sind eine Reihe von Jurkat — Zelllinien nach
Infektion mit P. aeruginosa untersucht worden. Sie verfigen tber Blockaden im
Signaltransduktionsystem fir Apoptose. Die Zellen wurden in zwei Gruppen
aufgeteilt: 1.) Zellen mit Blockaden im Todesrezeptorenweg und 2.) Zellen mit
Blockaden im intrinsischen Signaltransduktionsweg. Der
Signaltransduktionsweg Utber Todesrezeptoren war durch fehlende Expression
von CD95, FADD oder Caspase — 8 blockiert. Der mitochondrielle Weg wurde
durch Uberexpression von bcl-2 und bcl-xL, zwei antiapoptotische, die
Mitochondrienmembran stabilisierende Proteine, gestoppt.

Es konnte gezeigt werden, das der Signaltransduktionsweg Uber
Todesrezeptoren fur die Induktion von Apoptose durch P. aeruginosa
entbehrlich ist, da die Zellen, die Uber eine Blockade im Todesrezeptorenweg
verfuigten, trotzdem apoptotisch zugrunde gingen. Dahingegen fiuhrte die
Uberexpression der antiapoptotischen, mitochondriellen Proteine zu einer
Dampfung der Apoptoseantwort. Daraus ergab sich, dass der entscheidende

Weg bei P. aeruginosa - induzierter Apoptose der mitochondrielle Weg war.

In den folgenden Unterkapiteln sollen diese Ergebnisse in den
Gesamtzusammenhang der P. aeruginosa - induzierten Apoptose gebracht

werden.
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4.4.1 Die Rolle der Lipid-reichen Membranplattformen

Der Vollstandigkeit wegen soll an dieser Stelle der erste Schritt in der
Interaktion von P. aeruginosa mit der Wirtszelle diskutiert werden, obwohl
diesbeztiglich in vorliegende Arbeit keine Experimente durchgefihrt worden

sind.

Lipid-reiche Membrandoménen sind abgegrenzte Doméanen in der Zellmembran
eukaryoter Zellen, die besonders viel Ceramid und Sphingolipide enthalten.**
Bei Aktivierung zugehoriger Rezeptoren wie zum Beispiel CD95 tritt die saure
Sphingomyelinase in Aktion, wobei in diesen Membrandomanen aus
Sphingomyelinen Ceramid frei wird. Durch die Ceramidproduktion werden
mehrere Membrandomé&nen dazu veranlasst, sich zu vereinigen, darunter
entstehen Lipid-reiche Membranplattformen, die die Oligomerisierung von
Rezeptoren fir die Signaltransduktion ermoglichen.** Zur Infektion eukaryoter
Zellen durch P. aeruginosa sind diese Lipid-reichen Membranplattformen
unabdingbar. Nur unter der Voraussetzung, dass die Ausbildung von
Membranplattformen durch ausreichenden Cholesteringehalt der Zellmembran
gewabhrleistet ist, ist es mdglich, dass eine Interaktion zwischen eukaryoter
Saugerzelle und prokaryoter Zelle stattfindet. Zu den Reaktionen eukaryoter
Zellen, fur die die Ausbildung von Membranplattformen notwendig ist, gehdren
die Induktion von Apoptose in der Wirtszelle, die Ausschittung von Zytokinen

und die Internalisierung der Bakterienzelle.**¢112

Die Ausbildung von Lipid-reichen Membranplattformen stellt den ersten bisher
identifizierten Faktor dar, der ganz am Anfang der Kaskade zur Interaktion
zwischen Wirtszelle und Keim steht, sie ist sowohl fur die Internalisierung als
auch fur die Apoptose eine notwendige Bedingung, ohne dessen Erfillung
keine der beiden Mechanismen funktioniert. Die Mechanismen ,Internalisierung*®
und ,Apoptose“ laufen jedoch unabh&ngig und getrennt voneinander ab,
lediglich die Ablaufe in der Membran ahneln einander, denn beispielsweise
gehen Zellen, die kein CFTR exprimieren und dadurch keine Bakterien

internalisieren kénnen, trotzdem an Apoptose zugrunde.*
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4.4.2 Die Rolle von Apoptose vermittelt durch Todesrezeptoren

In der vorliegenden Arbeit konnte die Aktivierung von Caspase — 8 und die
Aktivierung von Caspase — 3 nachgewiesen werden. Die Caspase — 8 wird in
Zusammenhang mit Todesrezeptoren proteolytisch gespalten und dadurch
aktiviert. Caspase — 3 ist eine Effektorcaspase, die sowohl vom intrinsischen als

auch vom extrinsischen Weg aktiviert wird.

Bei der durch P. aeruginosa induzierten Apoptose findet sich ein bestimmtes
Muster der Caspasenaktivierung wieder, das darauf schliel3en lasst, dass zur
Induktion sowohl der intrinsischen als auch den Weg Uber Todesrezeptoren
genutzt wurde: Es werden in erster Linie Caspase-8 und Caspase-3 aktiviert,
was fiur Todesrezeptoren vermittelte Apoptose spricht, jedoch kommt es
verspatet auch zur Aktivierung vom Apoptosom in Form von Caspase-9 und
Caspase-7, die beide eine Rolle bei intrinsischer, mitochondrieller

Apoptoseinduktion spielen.>?

Welche der beiden Signaltransduktionswege Uberwiegt und fur die Induktion

von Apoptose entscheidend ist, wurde in der vorliegenden Arbeit gepruft.

Es wurden Jurkat-Zellen untersucht, die verschiedene Blockaden der
Todesrezeptorkaskade vorwiesen oder die tUber unterschiedliche Blockaden auf
Ebene des mitochondriellen Weg verfugten. Der
Todesrezeptorensignaltransduktionsweg wurde einmal durch fehlendes CD95,
dann durch fehlendes FADD und schlie3lich durch fehlende Caspase — 8
unterbrochen. Es konnte gezeigt werden, dass fur die durch P. aeruginosa
induzierte Apoptose dieser Jurkat-Zellen sowohl CD95, FADD als auch
Caspase-8 entbehrlich sind. Die Apoptose durch P. aeruginosa wird also in

erster Linie durch den intrinsischen Signaltransduktionsweg determiniert.

Auch eine andere Studie kam zu einem Ubereinstimmenden Ergebnis.
Apoptose wurde hier nicht nur durch die Expression von Todesrezeptoren
vermittelt, denn auch CD95-defektive Zellen werden trotz des Ausfalls dieses

Signaltransduktionsmechanismus apoptotisch.**
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4.4.3 Die Rolle intrinsisch vermittelter Apoptose

Bei der Apoptose mittels Todesrezeptoren und der intrinsischen
Apoptoseinduktion handelt es sich um weitgehend unabhangige Mechanismen.
Trotzdem bestehen zahlreiche Querverbindungen zwischen beiden mdglichen
Signalkaskaden.

In der Literatur finden sich Hinweise, dass eine Infektion mit P. aeruginosa zu
einer Erhéhung der CD95-Rezeptorzahl an der Zelloberflache fiihrt.*2°%
Jedoch ist die Erhéhung der Zellrezeptorenzahl nicht essentiell fir P.
aeruginosa vermittelte Apoptose®’, worauf auch die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit schlieBen lassen: Jurkat-Zellen mit unterschiedlichen
Defekten der Todesrezeptorenkaskade gehen nach P. aeruginosa Infektion
trotzdem apoptotisch zu Grunde. Vermutlich kénnte das als ein Hinweis darauf
betrachtet werden, dass nach einer P. aeruginosa Infektion beide
Signalkaskaden aktiv werden, wobei die Todesrezeptorenkaskade aber fir den
letztlichen ,,Apoptoseerfolg“ entbehrlich ist.

Ein weiterer Hinweis auf die Beteiligung von Mitochondrien bei P. aeruginosa
induzierter Apoptose ist vermutlich der Nachweis von AlF und Cytochrom c¢ im

Zytoplasma.®*°!

Es gilt zu untersuchen, ob eine Blockierung des intrinsischen
Signaltransduktionswegs fur einen apoptotischen Zelluntergang relevant ist. Der
den intrinsischen Zelltod vermittelnden Mechanismus ist noch weitgehend

unerforscht.

Es ist bekannt, dass neben mitochondriellen Alterationen die Aktivierung von
zellularen Stresskinasen notwendig ist.>> An der Regulation des weiteren
Zellschicksals sind MAP-Kinasen beteiligt, die das konzertierte Zusammenspiel
zwischen  Proliferation, Differenzierung und Apoptose koordinieren.
Saugerzellen exprimieren drei Untergruppen von MAP-Kinasen: die c-Jun-NH,-
terminale Kinase (JNK), die extrazellulare Signal-regulierte Kinase (ERK) und
schlie3lich die Kinase p38. JNK ist eine Stresskinase die durch Zellstress wie
UV-Bestrahlung, Hitze-Schock, osmotischen Schock aktiviert wird. Es ist

berichtet worden, wie das uber Typ Ill Sekretion in die Wirtszelle gelangende,
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prokaryote Protein ExoS in die intrinsische Transduktionskaskade einwirkt: JNK
wird durch ExoS aktiviert und gleichzeitig werden die Phosphorylierungs-
Eigenschaften von p38 und ERK inhibiert. INK-mediierten Phosphorylierungen
sind eine notwendige Voraussetzung fur die ExoS vermittelte Apoptose,
wahrend die JNK-vermittelten Transkriptionsalterationen nicht essentiell fur die
von ExoS verursachte Apoptose sind. Eine JNK-Aktivierung Kkorreliert mit
Ausschittung von Cytochrom c¢ aus dem Mitochondrium und der Aktivierung
von Caspase-9.>* Es scheint so, als waren beide apoptosevermittelnden
Signalwege abhangig von der Einschleusung von ExoS und der durch ExoS
vermittelten Aktivierung von JN-Kinasen. Dieser Vorgang ist ein kritischer
Mechanismus fur die Initierung von Apoptose durch P. aeruginosa. Durch diese
Untersuchung wurden bereits bekannte Schritte bei der P. aeruginosa
vermittelten Apoptose, namlich die Beteiligung von JN-Kinasen und die
Hochregulation von CD95 und CD95L? dem einzelnem Faktor ExoS
zugesprochen.> Das Einschleusen von ExoS in die Wirtszellen zwingt die Zelle
zum apoptotischen Zelluntergang. Ihr weiteres Schicksal scheint durch das
Bakterium diktiert zu werden. Die hochstwahrscheinlich durch JNK
hochregulierte Expression von CD95 / CD95L ist mit von Bedeutung fur durch

P. aeruginosa induzierte Apoptose.

In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass die ExoS vermittelte
Apoptose in Epithelzellen einen anderen Weg einschlagt als die CD95 / CD95L

und Caspase — 8 Signaltransduktion.®

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der entscheidende
Signaltransduktionsweg Uber das Mitochondrium erfolgt. Diese Ergebnisse
stehen also im Einklang mit den bisherigen Erkenntnissen und lassen darauf
schlieBen, dass der Todesrezeptorenweg unbedeutend fir die P. aeruginosa

vermittelte Apoptose ist.

96



4. Diskussion

CDI5L | P. aeruginosa
nnne - Internalisierung
IS
coss ||| T ratt [
I000 FADD
Procasp-8
Procasp-9 ExoS—. \k
Procasp-3 : A
af-1
Casp-8 /X P
. o BID
Cytachrom ¢ c
aﬂq::;c;u:::tr::s:;:mLI =
Casp-3 =
E
/ =

Hechregulation CD95/CD35L
Substrate . . gulz
Mitochondrium

Abbildung 31: Apoptosesignaltransduktionsweg anhand der_derzeitig en

Datenlage: Aufgrund von Lipid-reichen Membranplattformen (RAFT) kann P.
aeruginosa an die Wirtszelle adhéarieren, tber sein Typ Il System ExoS in die
Wirtszelle einschleusen und schlie3lich in Abhangigkeit von Rafts von der
Wirtszelle internalisiert werden. Im Zellinneren aktiviert ExoS JN-Kinasen, die
einerseits auf Proteinebene weitere Proteine mit dem Ziel phosphorylieren, ein
apoptotisches  Zellschicksal auszumachen, und die andererseits auf
transkriptionaler Ebene fir die Erleichterung der Apoptose fuhren, indem sie die

Transkription von CD95 und CD95L mittels Transkriptionsfaktor hochregulieren.
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4.5 Die Rolle der Apoptose fir respiratorische Infekti onen durch P.
aeruginosa
Die Rolle der Apoptose bei respiratorischen Infektionen durch P. aeruginosa

wird in der Literatur widersprichlich beurteilt. Es ist unklar, ob es sich bei der
Apoptose respiratorischer Epithelzellen durch die Interaktion mit P. aeruginosa
um einen Mechanismus zur Elimination des Keimes aus dem Respirationstrakt
handelt, oder ob die Apoptose ein Virulenzfaktor des Wirtes darstellt. Im
ersteren Fall ware Apoptose fur den Wirt von Vorteil, weil dadurch die mit
pathogenen Keimen beladenen Epithelzellen aus der Lunge entfernt wirden.
Andererseits konnte der apoptotische Zelluntergang der Wirtzelle dem Keim

von Vorteil sein und zu seiner Pathogenitat beitragen.

In der Arbeit von Grassmé et al. stellte die Aktivierung von CD95 und CD95L
die fur die Elimination von P. aeruginosa erforderliche Interaktion dar.*?
Hotchkiss und Mitarbeiter warfen Grassmé et al. methodische Fehler vor, sie
entkrafteten die Ergebnisse von Grassmé et al. in der eigenen Veroéffentlichung,
in dem sie mit einem vergleichbaren Modell aber anderer

Untersuchungsmethode gegenteilige Ergebnisse publizierten.*®

Auch andere Untersuchungen bestatigen, dass CD95 zwar an der
Apoptoseinduktion beteiligt sein kann, jedoch seine Beteiligung nicht unbedingt
erforderlich ist.>**' Auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sprechen
aufgrund der Untersuchungen mit Jurkat — Zellen, die Defekte im
Signaltransduktionsweg fur Todesrezeptoren aufwiesen, fur eine verzichtbare
Rolle von CD95 bei der Induktion von Apoptose durch P. aeruginosa: ein
Fehlen von CD95, FADD oder Caspase — 8 hinderte P. aeruginosa nicht an der
Apoptoseinduktion. In der Apoptoseinduktion durch P. aeruginosa in
epithelialen Zellen ist die Signaltransduktionskette tber CD95 / CD95L und

Caspase — 8 nicht unbedingt fiir die Initiierung von Apoptose notwendig.>

Es existieren bisher zwei Arbeiten, die Aussage dariber treffen, wie die
Apoptose durch P. aeruginosa an der Elimination des Keimes beteiligt sein

konnte.

Die zystische Fibrose bedingt einen isolierten Immundefekt in der Abwehr von

P. aeruginosa. Postuliert man nun, dass Apoptose der infizierten Zelle den Wirt
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in seiner Abwehr gegen P. aeruginosa unterstitzt, , dann ware die aufgrund des
mutierten CFTR-Kanals gestorte Apoptoseregulation eine Erklarung fur die

defizitare Keimelimination.

Im Umkehrschluss wiirde das bedeuten: die Menge der CFTR-Proteine an der

Oberflache der Zelle bedingt die Apoptosewahrscheinlichkeit der Zelle.

In der Arbeit von Cannon et al. konnte eine Aussage zur Korrelation der
Ereignisse Endozytose von P. aeruginosa und Apoptose getroffen werden, die
sich auf ein kurzes Zeitfenster bis zu acht Stunden bezog.

Die Autoren machten dies anhand von zwei Beziehungen fest: Erstens war die
Apoptosefrequenz abhangig von der Expression von wildtyp CFTR. Zweitens
konnte eine Beziehung zwischen der Menge an internalisierten P. aeruginosa
Keimen und der Apoptosefrequenz der Zellen ermittelt werden.'® Die
Untersuchungen von Cannon et al. reichen nicht aus um eine kausale
Beziehung zwischen Endozytose und Apoptose herzustellen. Die Autoren
argumentieren selbst, dass die Apoptose und die Endozytose von P.

aeruginosa zwei getrennte Mechanismen sind.

In der vorliegenden Arbeit konnte keine Beziehung zwischen CFTR -
Expression und Apoptoserate hergestellt werden. Dieser Unterschied zur Arbeit
von Cannon et al. kdnnte auf methodische Unterschiede zurtickgefiihrt werden;
beispielsweise kdnnte die Wahl der Infektionszeiten, die Wahl der untersuchten
Kinetiken und die Wahl der Messmethoden fiir Apoptose fir die Unterschiede

bei den Ergebnissen der durchgefiihrten Experimente verantwortlich sein

Wenn man bezogen auf das vereinfachte Krankheitsmodell der zystischen
Fibrose davon ausgeht, dass die verminderte Elimination von P. aeruginosa bei
der zystischen Fibrose auf die fehlende Expression von funktionierendem CFTR
auf der Oberflache von respiratorischen Epithelzellen zuriickzufuhren ist, dann
sprechen die Ergebnisse dieser Arbeit gegen einen solchen
Eliminationsmechanismus via CFTR und nachfolgender Apoptose

In der vorliegenden Arbeit konnte kein Zusammenhang zwischen der
Endozytose von P. aeruginosa und der Apoptose hergestellt werden. Es konnte

weder ein Unterschied in der Apoptosehaufigkeit abhéngig von der CFTR-
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Expression gemessen werden, noch gab es bei der CFT1-parental Zelllinie
Unterschiede in der Apoptosehaufigkeit nach Infektion mit dem nicht
internalisierbaren P. aeruginosa Stamm Pak R1 algc::tet, der Gber den LPS
Phéanotyp rough verfugt, im Vergleich zur Infektion mit Pao 1v, der ber smooth
LPS verfiigt. Obwohl in der vorliegenden Studie keine Internalisierungsraten
von P. aeruginosa untersucht worden sind, scheint es dennoch wahrscheinlich,
dass eine Kausalitatsbeziehung zwischen Internalisierung und Apoptose nicht
existiert. Da CFT1 — Zellen apoptotisch werden, obwohl sie mit einem nicht —
endozytierbaren P. aeruginosa Stamm infiziert worden sind, spricht stark dafur,

dass die Internalisierung fur die Induktion von Apoptose nicht erforderlich ist.

Die Interpretation der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bezuglich der
Induktion von Apoptose durch den P. aeruginosa Stamm Pak R1 algc::tet, der
Uber den LPS — Phanotyp rough auf seiner Oberflache verfugt, stellt sich
schwierig dar. In den untersuchten Zellsystemen ist die Induktion von Apoptose
durch diesen Stamm uneinheitlich. Die Ergebnisse lassen sich nicht mit der
Expression von CFTR in Verbindung bringen, da die Mutterzelllinie als einzige
Zelllinie apoptotisch wird nach der Infektion mit dem rough LPS — Stamm Pak
R1 algc::itet. Die Derivate der CFT1 — parental sind resistent gegen die
Apoptose durch Pak R1 algc::tet. Eine spekulative Erklarungsmaoglichkeit ware,
dass CFT1 — LCFSN, CFT1 — LC3 und CFT1 - AF508 einen klonalen
Apoptosedefekt erworben haben, der sie resistent gegen Apoptose durch P.
aeruginosa Stamme des rough Phéanotyps.

Die Apoptoseinduktion durch P. aeruginosa in respiratorischen Epithelzellen ist
im  vereinfachten  Krankheitsmodell der  zystischen Fibrose kein
Eliminationsmechanismus aus der Lunge, da kein kausaler Zusammenhang
zwischen der Aktivierung von CFTR und der Induktion von Apoptose hergestellt
werden konnte. Das untersuchte Modell respiratorischer Epithelzellen mit
unterschiedlicher CFTR wildtyp und AF508 ist mdglicherweise sogar
ungeeignet diese Hypothese zu testen, wenn die Spekulation Uber die
verschiedenen Reaktionen auf P. aeruginosa mit rough — Phanotyp sich
bewahrheiten sollten. Laut der vorliegenden Experimente scheint es keine

Assoziation zwischen der Induktion von Apoptose und der Expression von
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CFTR zu geben. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass freies LPS
nicht in der Lage ist, via CFTR Apoptose auszuldsen, obwohl freies P.
aeruginosa LPS genauso wie das ganze Bakterium mittels CFTR internalisiert
wird.?® Die P. aeruginosa vermittelte Apoptoserate blieb unter Koinkubation mit

freiem LPS unbeeinflusst.

Die vorliegenden Ergebnisse erlauben die Aussage, dass die Internalisierung
von P. aeruginosa in die respiratorische Epithelzelle nicht das Apoptose
verursachende Agens ist. Die spezifische Interaktion zwischen CFTR und
smooth LPS von P. aeruginosa verursacht keine Apoptoseinduktion. Des
Weiteren besteht keine Beziehungen zwischen der Expression von CFTR in

respiratorischen Epithelzellen und der Apoptoserate.

Fur die Ausweitung der Beobachtungen auf den eukaryoten Gesamtorganismus
reichen die vorliegenden Daten nicht aus. P. aeruginosa ist in der Lage auch in
anderen Zelltypen Apoptose auszulésen. Welche Konsequenzen die Apoptose
anderer Zellsysteme auf die respiratorische Infektion hat, bleibt zu erforschen.
Die Funktion der durch bakterielle Erreger induzierten Apoptose kann fur den
Wirt sowohl vorteilhafte als auch schadigende Eigenschaften im Verlauf einer
Lungeninfektion haben.® Allgemein betrachtet kann man bei intrazellularen
Erregern beobachten, dass Apoptose durch diese Erreger einen Vorteil flr den
Wirt darstellt. Dadurch wird die Beseitigung der Bakterienzellen aus dem

Organismus beschleunigt.?®#2

Dahingegen verhélt es sich bei einem extrazellularen pathogenen Keimen, wie
zum Beispiel Burkholderia cepacia, einem mit P. aeruginosa verwandtem Keim,
gegenteilig: B. cepacia induziert Apoptose in neutrophilen Granulozyten, es ist
fur den Erreger von Vorteil, wenn diese fur die Immunabwehr wichtigen Zellen
durch Apoptose untergehen.®*” Auch bei P. aeruginosa kénnte es sich um
einen ahnlichen Mechanismus handeln, namlich ein Uberlebensvorteil fir den
Keim. Das wirde bedeuten, dass P. aeruginosa unter normaler Abwehrlage
ausreichend mittels eines CFTR-abhangigen Mechanismus aus der Lunge
eliminiert wird.®%% Bei veranderter Abwehrlage oder bei fehlendem

Eliminationsmechanismus durch CFTR wird dann der Weg geebnet fir eine
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Wirtsschadigung durch Apoptose.

Einen weiteren Hinweis darauf, dass Apoptose durch P. aeruginosa schadlich
fur den Wirt sein konnte, erbrachte eine Studie an einem Mausmodell. Durch
antiapoptotische Behandlung der Mause konnte gezeigt werden, dass diese
Mause einen vorteilhafteren Verlauf einer P. aeruginosa Sepsis hatten als die

Kontrollmause.*®

Nach der Infektion durch P. aeruginosa werden in der Zelle sowohl
antiapoptotische als auch apoptotische Signalkaskaden moduliert. Das
ausgekltigelte Gleichgewicht zwischen Zelluntergang, Zelliberleben und CFTR-
getriggerter Elimination des Keims sichert dem Wirt die Fahigkeit, den Keim

erfolgreich zu bekampfen.

In einer kiirzlich publizierten Studie® sehen die Autoren die Verzégerung in der
Chemotaxis neutrophiler Granulozyten als Ursache flr eine gestérte Clearence
von P. aeruginosa an. Das durch NFkB, nach dessen Aktivierung durch P.
aeruginosa LPS, verursachte Expressionsmuster in epithelialen Zellen
entspricht einer Reihe von Faktoren, die fur die schnelle Transmigration von
neutrophilen Granulozyten notwendig sind.

Als Schlussfolgerung der vorliegenden Arbeit ergibt sich, dass das LPS von P.
aeruginosa nicht in der Lage ist mittels der spezifischen Interaktion mit CFTR
einen apoptotischen Untergang der verschiedenen untersuchten Zelllinien zu
initiieren. CFTR dient weder als Induktor noch als Modulator der durch P.
aeruginosa induzierten Apoptose. Fur die Apoptose durch P. aeruginosa ist der
intrinsische  Signaltransduktionsweg  entscheidend. Der Weg Uber
Todesrezeptoren ist flr eine Apoptoseinduktion durch P. aeruginosa
entbehrlich. Welche Rolle die Induktion von Apoptose durch P. aeruginosa im
menschlichen Respirationstrakt spielt bleibt weiterhin unklar. Unter Umstanden
konnte die Unabhangigkeit der Apoptose durch P. aeruginosa von der
Expression von CFTR auf eine schadigende Rolle im Respirationstrakt von mit
P. aeruginosa Erkrankten Individuen hindeuten. Zur endgultigen Klarung der
Rolle der Apoptose durch P. aeruginosa im Respirationstrakt des

Wirtsorganismus kénnten Versuche in Vivo dienlich sein.
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5. Zusammenfassung

Pseudomonas aeruginosa ist ein opportunistischer Keim, der mit zu den
haufigsten Erregern nosokomialer Pneumonien z&hlt. Auf Intensivstationen ist
P. aeruginosa ein Hochrisikokeim. Bei einer nosokomialen P. aeruginosa
Pneumonie ist mit einer Letalitat von bis zu 50% zu rechnen. Besonders anfallig
fur eine P. aeruginosa Pneumonie sind beatmete Patienten. Fir dieses
Patientenkollektiv ist P. aeruginosa der haufigste Erreger, der isoliert wird. Auf
der Grundlage dieser Problematik ergibt sich eine dringende Notwendigkeit,
neue Praventions- und Therapiemallnahmen zu entwickeln. P. aeruginosa ist
ein ubiquitar vorkommender Keim. Er ist daher in stdndigem Kontakt mit
gesunden Keimtragern, die jedoch nicht an einer P. aeruginosa Infektion
erkranken. Das Verstandnis Uber die Clearence von P. aeruginosa aus der
Lunge gesunder Individuen kodnnte zu neuen Moglichkeiten fuhren, den
Wirtsorganismus bei der Elimination von P. aeruginosa aus dem
Respirationstrakt zu unterstitzen. Aus der Kenntnis der genauen
Eliminationsmechanismen von P. aeruginosa aus dem Respirationstrakt

konnten sich neue Praventions- und Therapiemal3Bhahmen ergeben.

Bei der Abwehr gegen P. aeruginosa spielt der Chloridkanal Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) eine wichtige Rolle. CFTR
fungiert als spezifischer Rezeptor fir das Lipopolysaccharid (LPS) von P.
aeruginosa. Die Interaktion zwischen CFTR und P. aeruginosa LPS vermittelt
die endozytotische Aufnahme des Bakteriums in die Wirtszelle. Dieser
Mechanismus ist eine entscheidende Vorraussetzung zur Elimination von P.
aeruginosa aus dem Respirationstrakt. Die monogen erbliche Erkrankung
Zystische Fibrose (ZF), der eine Mutation des CFTR — Gens zugrunde liegt,
verursacht einen spezifischen Defekt in der Abwehr von P. aeruginosa. Die
fehlende Internalisierung von P. aeruginosa in die respiratorische Epithelzelle
fuhrt bei diesen Patienten zu einer mangelnden Clearence, worauf dieses
Patientenkollektiv chronische Infektionen durch P. aeruginosa entwickelt. Die
Internalisierung von P. aeruginosa muss eine Signalkaskade in Gang setzen,
an deren Ende die Elimination von P. aeruginosa aus dem Respirationstrakt
steht. Die genauen Mechanismen der Elimination nach der Internalisierung von

P. aeruginosa in die Wirtszelle sind noch ungeklart.
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5. Zusammenfassung

Gegenstand dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob die Apoptoseinduktion
durch P. aeruginosa durch eine spezifische P. aeruginosa LPS — CFTR
Interaktion ausgelost wird. Ebenfalls sollte in dieser Arbeit der genaue
Signaltransduktionsweg der Apoptose durch P. aeruginosa ermittelt werden.
Anhand der Ergebnisse sollte abgeleitet werden, welche Rolle die Apoptose bei

der Verhinderung von respiratorischen Infektionen durch P. aeruginosa spielt.

Ein in - vitro Modell von respiratorischen Epithelzellen, die sich durch die
Expression von wildtyp CFTR und AF508 CFTR an ihrer Oberflache
unterschieden, diente dazu, Apoptosefrequenzen abhangig von der CFTR
Expression flusszytometrisch zu messen. AF508 CFTR ist ein mutiertes CFTR—
Molekul, das die Fahigkeit verloren hat, P. aeruginosa LPS zu binden und zu
internalisieren. Anhand dieses in — vitro Zellmodells sind Untersuchungsreihen
mit unterschiedlichen Stimulantien fir die Apoptoseinduktion durchgefuhrt
worden. An erster Stelle stand die Induktion von Apoptose durch isoliertes P.
aeruginosa LPS. Aus diesen Experimenten ergab sich, dass die
Apoptoseinduktion nicht durch Interaktion von P. aeruginosa LPS und wildtyp
CFTR an der Oberflache von respiratorischen Epithelzellen erfolgte. Auch die
Erleichterung der Internalisierung von P. aeruginosa LPS durch Inkubation von
polaritdtslosen Epithelzellen konnte keine Apoptose in respiratorischen
Epithelzellen induzieren.

Die Infektion dieser respiratorischen Epithelzellen mit dem vollstdndigen
Bakterium P. aeruginosa hingegen loste in allen untersuchten Zelllinien zeit—
und dosisabhangig Apoptose aus. Es konnten keine Unterschiede in der
Apoptosefrequenz durch Variation der CFTR-Expression erzielt werden. Selbst
P. aeruginosa Stamme, die durch einen LPS-Defekt nicht via CFTR
internalisierbar sind, fuhrten in respiratorischen Epithelzellen ohne wesentliche

Unterschiede zum apoptotischen Untergang.

Auf Proteinebene konnte nachgewiesen werden, dass bei allen untersuchten
respiratorischen Epithelzellen eine zeitabhangige Aktivierung sowohl der

Initiatorcaspase — 8 als auch der Effektorcaspase — 3 stattfindet.

Mittels eines weiteren in-vitro Modells von Jurkat — Zelllinien, die uUber
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verschiedene Blockaden in der extrinsischen und der intrinsischen
Apoptoseinduktion verfigen, konnte nach Infektion dieser Zellen mit P.
aeruginosa deren Apoptosefrequenz durch flusszytometrische Messung
detektiert werden, um den Signaltransduktionsweg fur Apoptose durch P.
aeruginosa zu determinieren. Die Untersuchungen zum Signaltransduktionsweg
von P. aeruginosa induzierter Apoptose ergaben, dass der intrinsische
Signalweg flur die Apoptose durch P. aeruginosa entscheidend war. Umgekehrt
war der extrinsische Weg, an dem CD95, FADD und Caspase — 8 beteiligt sind,

fur die Apoptoseinduktion durch P. aeruginosa nicht erforderlich.

CFTR st nicht an der Signaltransduktion flr Apoptose in respiratorischen
Epithelzellen beteiligt, da das LPS von P. aeruginosa - obwohl es mit CFTR
interagiert und endozytotisch in die Zelle internalisiert wird - keine Apoptose in
respiratorischen Epithelzellen induzierte. Die Apoptoseinduktion durch P.
aeruginosa in respiratorischen Epithelzellen wurde weder durch die
Internalisierung von P. aeruginosa noch durch die von P. aeruginosa LPS
moduliert. Daher scheint die Induktion von Apoptose ein von der
Internalisierung von P. aeruginosa beziehungsweise P. aeruginosa LPS
abgekoppelter Prozess zu sein. Der Signaltransduktionsweg der
Apoptoseinduktion durch P. aeruginosa scheint Uber keine Verbindungen zum
dem Transduktionsweg zu verfiigen, der die Internalisierung von P. aeruginosa
in respiratorische Epithelzellen tber CFTR vermittelt. Die Aktivierung von CFTR
hat wahrscheinlich weder Dampfungs- noch Verstarkerfunktion fir den Ausgang

von Apoptose in respiratorischen Epithelzellen.

Zusammenfassend lasst sich aus den Ergebnissen dieser Arbeit ableiten, dass
die Apoptoseinduktion durch P. aeruginosa im vorliegenden Zellmodell nicht
Uber die Aktivierung von CFTR induziert wird. Die Expression von wildtyp CFTR
an der Zelloberflache von respiratorischen Epithelzellen, die diesen Zellen
ermdglicht, das Bakterium P. aeruginosa via Endozytose zu internalisieren, hat
keine Auswirkungen auf die Apoptoseinduktion. Daraus lasst sich schliel3en,

dass die Internalisierung von P. aeruginosa ein vermutlich von der
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Apoptoseinduktion unabhéangiger Vorgang ist. Das Eliminationsmodell fur P.
aeruginosa, das sich aus der Erkrankung Zystische Fibrose abzeichnet, spricht
daflr, dass zur Elimination von P. aeruginosa eine spezifische Interaktion
zwischen Bakterium und CFTR statt finden muss. Fur die Induktion von
Apoptose durch P. aeruginosa war keine spezifische Interaktion mit CFTR
erforderlich. Sehr wahrscheinlich kommt Apoptose daher auch nicht fur die

spezifische Elimination von P. aeruginosa aus der Lunge in Frage.
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7 Abkirzungsverzeichnis

ABC
AP
Apaf-1
ATP
BSA
CAD
CAMP
CARD
CD
CD95L
CFTR
DcR
DD
DED
DISC
DNA
DR
ECGS
EGF
FADD
FLICE
FLIP
IAP
ICE
LPS
MOI
MSD
NBD
NFkappaB
PARP
PDZ-Domane
PKA
PKC
PRM
t-Bid
TRAIL
ZF

ATP-binding Cassette

alkalische Phosphatase

apoptosis protease activating factor-1
Adenosintriphosphat

Bovines Serum Albumin

Caspase activated DNAase
cyclisches Adenosin Monophosphat
caspase recruitment domain

cluster of differentiation

CD95 ligand

cystic fibrosis conductance regulator
decoy receptor

death domain

death effector domain

death-inducing signaling domain
desoxyribonucleic acid

death receptor

endothelial cell growth supplement
epidermal growth factor
Fas-associated death domain protein
FADD-like ICE (anderer Name fir Caspase-8)
FLICE inhibitory protein

inhibitor of apoptosis protein
Interleukin-1beta converting enzyme
Lipopolysaccharid

multiplicity of infection

membrane spanning domain
nucleotide binding domain

nuclear factor-kappa B

Poly (ADP-ribose) polymerase
PSD-95/SAP90 disks-large protein ZO-1
Proteinkinase A

Proteinkinase C

pattern recognition molekule
truncated Bid

TNF receptor-related apoptosis-inducing ligand
zystische Fibrose
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