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1 Einleitung

1.1 Granulomatose mit Polyangiitis

Die Granulomatose mit Polyangiitis (GPA, frither Wegener Granulomatose) ist eine
systemische Autoimmunerkrankung und gehort laut den American College of
Rheumatology-Klassifikationskriterien von 1990 und den Chapel Hill Consensus
Conference-Definitionen von 1992 zu der Gruppe der primdren Anti-Neutrophile
zytoplasmatische Antikorper (ANCA)-assoziierten Vaskulitiden mit unbekannter
Atiologie. Neben der GPA zihlen auch die mikroskopische Panarteriitis (MPA) sowie die
eosinophile Granulomatose mit Polyangiitis (frither auch Churg-Strauss-Syndrom) zu

den primaren ANCA -assoziierten Vaskulitiden [1-3].

1931 wurde die Erkrankung erstmalig von Heinz Klinger als Grenzform der
»Periarteriitis nodosa“ beschrieben [4] und spater nach Friedrich Wegener benannt, der
ndahere Untersuchungen durchfiihrte und diese in seinen Veroéffentlichungen von 1936

und 1939 publizierte [5, 6].

Gekennzeichnet ist die GPA durch chronische nekrotisierende Vaskulitiden, vorwiegend
der kleinen bis mittelgrofien Gefifle, kombiniert mit der Bildung nicht verkdsender
Granulome im Bereich des Respirationstraktes [7]. Besonders haufig betroffen sind
sowohl oberer, als auch unterer Respirationstrakt sowie die Nieren. Dariiber hinaus
koénnen aber auch Augen, Ohren, Speicheldriisen, Gelenke, Haut und das zentrale
Nervensystem betroffen sein [7, 8]. In einer Vielzahl der Fille manifestiert sich die GPA
zundchst im Kopf-Hals- Bereich, bevor es unbehandelt zu einer letztlich generalisierten
Vaskulitis mit renaler und pulmonaler Beteiligung kommen kann [9]. In 60-90% der
Fille werden die Nase und die Nasennebenhohlen befallen [10-14]. Hierbei ist auffallig,
dass bei 60-70% der GPA Patienten, verglichen mit einer Kontrollgruppe, eine
signifikant hohere endonasale Besiedlungsrate mit Staphylococcus aureus (S. aureus)
nachgewiesen werden konnte [8, 9, 15]. Symptomatisch werden die Patienten haufig
durch blutigen-borkigen Schnupfen, chronische Rhinitis/Sinusitis/Otitis,
Septumperforationen, Ausbildung einer Sattelnase sowie durch Ulzerationen im
Oropharynx [8, 13]. Im fortgeschrittenen, generalisierten Stadium der GPA lassen sich

histologisch  oft Granulome, eine nekrotisierende Vaskulitis, sowie eine



Glomerulonephritis nachweisen [3, 16]. Vor allem renale und pulmonale
Manifestationen konnen bei progressivem Verlauf schnell zu Organversagen bis hin zum

Tod fiihren [3, 17].

Fiir die GPA charakteristisch ist der serologische Nachweis hochspezifisch gegen
Proteinase 3 (PR3) gerichteter zytoplasmatischer Anti-Neutrophiler zytoplasmatischer
Antikorper (C-ANCA)[18, 19]. PR3 ist als Serinproteinase in den primdren azurophilen
Granula neutrophiler Granulozyten sowie in monozytaren Lysosomen gespeichert. Nach
Stimulierung durch den Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)a oder Interleukin (IL-)-1, wird
die PR3 an der Zelloberflache der neutrophilen Granulozyten freigesetzt und kann dort
mit den C-ANCA interagieren. Diese Bindung bewirkt eine Aktivierung neutrophiler

Granulozyten und leitet entziindliche Prozesse ein [20-22].

1.2 Epidemiologie

Die Inzidenz der Granulomatose mit Polyangiitis liegt in Europa bei ca. 8
Neuerkrankungen /1.000.000/]Jahr, wobei in mehreren Veroffentlichungen ein Nord-
Siidgefille beschrieben werden konnte. So wird die Inzidenz in Norwegen
(10,6/1.000.000 Einwohner) im Vergleich zu Spanien (4,9/1.000.000 Einwohner) als
deutlich hoher beschrieben [23]. Die Pravalenz der GPA liegt in Europa bei ca.
50/1.000.000. Die hochste Manifestationsrate liegt zwischen dem 55. und 70.
Lebensjahr und betrifft etwas haufiger Manner als Frauen [21, 24, 25].

1.3 Atiologie und der mikrobielle Einfluss auf den pathophysiologischen

Entstehungsprozess

Die Atiologie der Granulomatose mit Polyangiitis ist weitgehend ungeklart. Sie wird
jedoch mehr und mehr als multifaktoriell bedingt angesehen und mit exogenen
Umwelteinfliissen sowie genetischen und epigenetischen Pradispositionen in

Zusammenhang gebracht [26, 27].

In vergangenen und auch aktuellen Studien wird zunehmend die Rolle mikrobieller
Triggerfaktoren diskutiert, wobei insbesondere S. aureus als potenter mikrobieller

Trigger der Krankheitsaktivitat postuliert wird [26].



So konnte S. aureus als ein unabhingiger Risikofaktor fiir GPA-Rezidive nachgewiesen
werden [28, 29]. Stegemann et al. machte die Beobachtung, dass die Gabe des
Antibiotikums Cotrimoxazol bei in Remission befindlichen GPA -Patienten zu weniger
Rezidiven fiihrte, als bei nicht behandelten Patienten mit GPA. Wie genau Cotrimoxazol

die mikrobielle Flora positiv beeinflusst, bleibt jedoch unklar [30].

Auch den von S. aureus produzierten Superantigenen (SAg) konnte eine Rolle in der
Pathogenese der GPA zukommen, da sie nach Freisetzung eine stark stimulierende
Wirkung auf Immunzellen ausiiben. Das Toxic-Shock-Syndrom-Toxin-1 (TSST-1) wirkt
stimulierend auf T-Zellen und das Protein A, ein Bestandteil der staphylokokkalen

Zellwand, auf B-Zellen [31-33].

Dartiber hinaus konnte in dem Immunglobulin-Genrepertoir der nasalen Granulome der
Patienten mit GPA eine Pradominanz von VH3+B-Zellen gesichert werden, die sowohl
eine Affinitdt zu PR3, als auch zu dem S. aureus -Superantigen Protein A aufwiesen.
Diese Granulome konnten somit lymphoide Strukturen darstellen, in denen eine lokale

Produktion von Autoantikérpern gegen PR3 hervorgerufen wird [34].

Des Weiteren konnten in mehreren Mikroorganismen, darunter auch S. aureus,
Gensequenzen gefunden werden, die zur Proteinbiosynthese von komplementarer PR3
(cPR3) fiihren konnten. Bei der cPR3 handelt es sich um ein Peptid, das durch Ablesen
des Antisense-DNA-Stranges von PR3 entsteht und in dessen Anwesenheit nicht nur

anti-cPR3-, sondern auch anti-PR3-Autoantikérper gebildet werden [35].

Es stellt sich die Frage, ob die erhohte Nachweisrate von S. aureus auf den
phanotypischen Eigenschaften der Bakterien beruht oder, ob der wursachliche
Pathomechanismus auf zelluldarer Wirtsebene begriindet ist. Beiden Fragen wurde in der

hier vorliegenden Arbeit nachgegangen.

1.4 Hypothese und Zielsetzung

Im Fokus der Arbeit steht der Vergleich des Adhasionsverhaltens verschiedener S.
aureus Stamme von Patienten mit GPA und gesunden Normalkontrollen an einer
immortalen nasalen Epithelzelllinie. Hiermit wird der Fragestellung nachgegangen, ob
die erhohte Nachweisrate von S. aureus auf phanotypischen Eigenschaften der Bakterien

beruht. Dariiber hinaus fanden erste Tests zu einem weiteren Versuchsansatz statt.
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Hierbei sollte gepriift werden, ob an den primaren nasalen Epithelzellen von Patienten
mit GPA verschiedene Bakterienstimme besser adharieren als an den Primarkulturen
von Normalkontrollen. Ein solcher Nachweis unterschiedlicher Adhiarenz wiirde eher

fiir eine Ursache auf Wirtsebene sprechen.
Ziel ist die Untersuchung folgender Fragestellungen:

1. Lasst sich ein signifikanter Unterschied im Adhésionsverhalten von S. aureus -
Stammen von Patienten mit GPA und Normalkontrollen an einer immortalen
nasalen Epithelzelllinie nachweisen?

2. Liegt ein signifikanter Unterschied im Adhdsionsverhalten von S. aureus -
Stimmen an primdren nasalen Epithelzellen von Patienten mit GPA und

Normalkontrollen vor?

2 Patienten und Methoden

Die Studie wurde nach Zustimmung der Ethikkommission der Christian-Albrechts-
Universitit zu Kiel in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki (letzte

Revision im Oktober 2013) durchgefiihrt (AZ A101/07).

Die Studie umfasste einen Zeitraum von 18 Monaten (September 2013 bis Februar
2015). In dieser Zeit wurden insgesamt 21 Bakterienstimme des S. aureus auf ihr
Adhasionsverhalten an der immortalen nasalen Epithelzelllinie RPMI 2650 untersucht
und verglichen. Zwolf der Bakterienstimme wurden aus dem Respirationstrakt von
Patienten mit dem Krankheitsbild der Granulomatose mit Polyangiitis isoliert und neun
Bakterienisolate gehorten zu dem gesunden Patienten-Vergleichskollektiv. Die Auswahl
der Bakterienstimme erfolgte randomisiert mit Hilfe des Programms
www.zufallsgenerator.net. Die ausgewdhlten Bakterienstdimme entstammten einer
entsprechenden Sammlung verschiedener S. aureus -Isolate aus dem Institut fiir
Infektionsmedizin zu Kiel, die zuvor in Kooperation mit der Klinik fiir Hals-, Nasen-,
Ohrenheilkunde, Kopf -und Halschirurgie der CAU Kiel kollektiviert wurden. Jeder
einzelne Bakterienstamm wurde durch zwei verblindete Untersucher mittels des
digitalen Zell -und Bakteriendokumentationsprogrammes  AxioVisions LE
mikroskopisch auf sein Adhdsionsverhalten an den RPMI-Zellen untersucht und die

Ergebnisse  anschlieffend  statistisch analysiert, um  einen  moglichen
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Adhasionsunterschied zwischen S. aureus -Stammen von Patienten mit GPA und denen

der Normalkontrollen detektieren zu konnen.

2.1 RPMI 2650

Die immortale nasale Epithelzelllinie RPMI 2650 wurde 1962 aus einem Plattenepithel-
Karzinom isoliert [36]. Fir die Versuche wurde die Zelllinie aus der deutschen
Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, angefordert

und die Passagen 34 und 35 verwendet.

2.2 Anziichten der nasalen Epithelzelllinie RPMI 2650

Alle Arbeiten an den Zellkulturen fanden unter sterilen Bedingungen an einer Werkbank
(Kottermann 8511, Uetze/Hanigsen) statt und es wurden sterile Einwegmaterialen
benutzt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in wasserdampfgesattigter 5% CO2 haltiger
Atmosphére bei 37°C im Brutschrank (Sanyo CO2 Incubator, Miinchen).

Die bei -196°C in Fliissigstickstoff gelagerte und mit 10% (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO,
Gefrierschutzmittel, Merck, Darmstadt) versetzte RPMI 2650-Zelllinie (Deutsche
Sammlung fiir Mikroorgansimen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig) wurde
zundchst bei Raumtemperatur aufgetaut. Anschliefend wurde das Zellmaterial in ein
steriles Reagenzrohrchen, ca. 3 ml DMSO-freies, speziell hergestelltes RPMI-Medium
(500ml MEM-Earle -Medium, gebrauchsfertig, Biochrom AG, Berlin + 10 % Fotales
Kilberserum, zum optimalen Zellwachstum) enthaltend, iiberfiihrt und vermischt.
Durch den Zusatz des DMSO-freien Mediums wurde die DMSO-Toxizitdt herabgesetzt
und dadurch eine mogliche Zelltoxizitat verhindert. Anschlieffend wurde der Inhalt bei
1000 U/min fiir fiinf Minuten zentrifugiert (Eppendorf, Zentrifuge 5804 R). Der
Uberstand wurde abpipettiert und verworfen und das abgesetzte Zellmaterial erneut
mit dem RPMI-Medium vermischt. Nach griindlichem Auf -und Abpipettieren wurde die
Zellsuspension in sterile 8 Chamber Culture Slides (BD Falcon, 8 Chamber Culture
Slides) mit einem acht-Kammeraufsatz aus Polystyrol auf einem fiir Zellkulturen
vorbehandelten Glas-Objekttrager, liberfiihrt. Jede einzelne Kammer der 8 Chamber

Culture Slides wurde mit 170 ul der RPMI-Zellsuspension gefiillt und im Anschluss



daran mit 300 pl reinem RPMI-Medium aufgefiillt. Somit befanden sich in jeder der

Kammern 470ul.

Nach einem sterilen Verschluss der 8 Chamber Culture Slides, wurden diese nun fiir 48
Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert, bis jede einzelne der Kammern mit einem

gleichmafdigen prakonfluenten Monolayer von RPMI Zellen bewachsen war.

2.3 Versuch der Adhidsion krankheitsspezifischer S. aureus -Stimme an der

nasalen Epithelzelllinie RPMI 2650

Zunachst wurde aus jeder einzelnen der acht Kammern der 8 Chamber Culture Slides
der Zellkulturiiberstand abpipettiert und die RPMI Epithelzellen dreimal mit warmer
PBS (Phosphat buffered saline, pH 7,4) gewaschen. Anschlieffend wurden diese mit den
zuvor randomisiert ausgewahlten Bakterienstimmen der Patientengruppen (GPA und
Normalkontrollen) sowie mit Positiv -und Negativkontrollen tiber eine Stunde bei 37°C
inkubiert. Die Bakterienstimme entstammten dem Abstrichmaterial der Klinik fiir Hals-
Nasen-Ohrenheilkunde, Kopf —und Halschirurgie der CAU Kiel. Vor der standardisierten
Abstrichentnahme wurde sichergestellt, dass die Patienten wahrend der vorherigen vier
Wochen nicht antibiotisch vorbehandelt wurden. Die Gruppe der Normalkontrollen
umfasste Patienten, die aufgrund einer Nasenatmungsbehinderung operativ versorgt
wurden und an keiner akuten, chronischen oder autoimmunen Entziindung der Nase

und der Nasennebenhohlen litten.

Die Bakterienstimme wurden zuvor iiber Nacht in einer 10ml Brain-Heart-Infusion-
Bouillon (BHIB) kultiviert, morgens erneut in eine 10ml BHIB liberimpft und fiir drei
Stunden bei 37°C im Brutschrank bebriitet. Anschlieféend wurden die Bakterien zweimal
mit dem RPMI Zellkulturmedium gewaschen. Um die Zelldichte der Bakterienkulturen
zu bestimmen, folgte die Messung der optischen Dichte (OD-Messung) und die
Keimzahlkonzentration im Zellkulturmedium wurde auf 1x10¢/ml eingestellt. Diese
Bakterienkonzentration blieb immer konstant. Die Kontrollstamme wurden in
Vorversuchen im Institut fiir Infektionsmedizin zu Kiel als gut beziehungsweise gering

adhaérierend bestimmt.

Der Bakterienstamm eines Patienten wurde zur Kontrolle immer in zwei Kammern

injiziert. So erfolgte auch die Beimpfung von jeweils zwei Kammern mit der



Positivkontrolle Chronische Rhinosinusitis- Stamm 224 (S.224, adhdrent) sowie der
Negativkontrolle S. aureus -Stamm 155 (S.155, nicht adhédrent). Sowohl Positiv-, also
auch Negativkontrolle wurden zusatzlich jeweils in eine zellfreie Kammer injiziert, um
ein korrektes Versuchsvorgehen zu kontrollieren. Zu Vergleichszwecken und um
Kontaminationen auszuschliefien bzw. zu detektieren, wurden zusatzlich an jedem
Versuchstag zum einen zwei vollig unbehandelte Kammern und zum anderen zwei
Kammern mit steril angelegten Zellkulturen zunachst gefarbt und anschliefdend fixiert.
Genauso wurden auch die restlichen, mit Bakterien inkubierten Kammern behandelt

(siehe Abbildung 1).

il © —
S.aureus- |
Stamm XY i S.224

i

| ©S. aureus- |
Stamm XY | x |
Tt i

Abbildung 1: Beispiel eines 8 Chamber Culture Slides

Nach einer Stunde Inkubationszeit wurde die Bakteriensuspension wieder abpipettiert
und die Zellen wurden dreimal mit warmer PBS (pH 7,4, je 1 ml) gewaschen, um diese

von Restbestinden der Bakteriensuspension zu reinigen. Anschlieffend wurde die

Farbung BacLight Bacterial Viability Kit Invitrogen Live/Dead (Komponente A 1,5ul +

Komponente B 1,5pl in 1ml PBS) aufgetragen und die Zellen fiir 15 Minuten bei

Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert. Die Zellen wurden erneut dreimal mit PBS-
Losung gewaschen und im Anschluss fir fiinf Minuten bei -20°C mit Methanol fixiert.

Das Methanol wurde zuvor bei -20 °C im Kiihlschrank gelagert. Sobald die Zellen fixiert
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waren, wurden sie anschliefRend ein letztes Mal mit PBS gewaschen. Luftgetrocknet
wurden sie daraufhin unter Verwendung des ProLong Gold Antifade (ProLong Gold
Antifade Reagents, 5 x 2 ml) eingedeckelt, um ein Ausbleichen zu verhindern. Fixiert
wurden die Deckgldser (Marienfeld, Gelsenkirchen) mit dem Klebstoff Glue Colle
(Herma, Filderstadt).

2.4 Arbeiten unter dem Mikroskop

Pro Kammer wurden 10 Bilder von je 10 unterschiedlichen Gesichtsfeldern erstellt,

insgesamt also 20 Bilder pro Bakterienstamm.

Bei 64-facher Vergrofierung wurde pro Gesichtsfeld und je Versuchsansatz fiir jeden
Bakterienstamm die Gesamtzellzahl sowie die bakterienbehafteten Zellen unter dem
Mikroskop (ZEISS, Scope.A1l Axio) durch zwei verblindete Untersucher ausgezahlt.
Ebenso wurden auch die freien und die an Zellen adhérierten Bakterien ermittelt. Die
Zahl der Zellen ohne adhdrierte Bakterien und die Gesamtbakterienzahl wurde

rechnerisch bestimmt (siehe Abbildung 2).

Durch Mittelung der Gesamtzellzahlen aller 20 Einzelbildaufnahmen pro
Bakterienstamm, wurde der Mittelwert fiir die Gesamtzellen pro Bakterienstamm
berechnet. Ebenso wurde auch ein Mittelwert fiir die bakterienbehafteten Zellen sowie
fiir die freien und die adharierenden Bakterien pro Bakterienstamm ermittelt und
tabellarisch festgehalten. Aufgrund der kleinen Anzahl (n) der Bakterienstimme und um
Ausreifler zu relativieren, wurde neben dem Mittelwert auch der Median der
Gesamtzellen, der bakterienbehafteten Zellen, der freien Bakterien und der

adhdrierenden Bakterien pro Bakterienstamm, berechnet (siehe Tabelle 1).



Abbildung 2: RPMI 2650 Zellen mit adhérierten Bakterien.
gelber Pfeil = an RPMI 2650 Zelle adhiriertes Bakterium
blauer Pfeil = Bakterium im Interzellularraum

Tabellarische Datendarstellung eines Patientenstammes

Patient Stamm Zm Zmin Zmax Zmedian

GPA S. 227 52,35 10,33 32 75 52,5
Z+m Z+s Z+min Z+max Z+median
12,75 11,55 2 41 9

Bm Bmin Bmax Bmedian

45,25 34,33 2 142 22
B+m B+s B+min B+max B+median
44,6 42,76 2 140 21,5

Tabelle 1: Summierte Daten des S. aureus- Stammes S. 227 eines Patienten mit GPA

Legende

Zm: Mittelwert der Gesamtzellen

Z+m: Mittelwert der bakterienbehafteten Zellen

Zs: Standardabweichung der Gesamtzellen

Z+s: Standardabweichung der
bakterienbehafteten Zellen

Zmin: Minimum der Gesamtzellen

Z+min: Minimum der bakterienbehafteten Zellen

Zmax: Maximum der Gesamtzellen

Z+max: Maximum der bakterienbehafteten Zellen

Zmedian: Median der Gesamtzellen

Z+median: Median der bakterienbehafteten Zellen

Bm: Mittelwert der Bakterien

B+m: Mittelwert der adharierten Bakterien

Bs: Standardabweichung der Bakterien

B+s: Standardabweichung der adhérierten
Bakterien

Bmin: Minimum der Bakterien

B+min: Minimum der adhéarierten Bakterien

Mmax: Maximum der Bakterien

B+max: Maximum der adharierten Bakterien

Bmedian: Median der Bakterien

B+median: Median der adhéarierten Bakterien




2.5 Statistische Methoden

Die statistische Analyse der erhobenen Daten erfolgte mittels der Analysesoftware SPSS
Statistics Version 20. Die Rohdaten wurden aus den 12x20 Fotos der GPA-Patienten
sowie den 9x20 Fotos der Normalkontrollen erhoben. Sie umfassten die Anzahl der
gesamten Zellen (siehe Tabelle 3, Abbildung 3), die der bakterienbehafteten Zellen
(siehe Tabelle 4, Abbildung 4 und 5), die Anzahl der gesamten Bakterien (siehe Tabelle
5, Abbildung 6) und die der adharierten Bakterien (siehe Tabelle 6, Abbildung 7) und
wurden durch Mafdzahlen wie Mittelwert (M), Standardabweichung (S), Minimum
(Min.), Maximum (Max.), Medianwert (X) und der Quartildistanz (IQR, Quartile bei
Q1/Q3) beschrieben.

Nach Analyse der Ergebnisse jedes einzelnen Bakterienstammes, wurden die Ergebnisse
auf die beiden Patientengruppen iibertragen. So wurde u.a. der Median aus den
summierten und gemittelten Gesamtzellzahlen der einzelnen Bakterienstaimme fiir die
Gruppe der Patienten mit GPA und die Gruppe der Normalkontrollen berechnet (siehe

Tabelle 3, Abbildung 3).

Die graphische Darstellung erfolgte mittels Boxplots. Um die Adhdsion von Zellen und
Bakterien in der Gruppe der Patienten mit GPA, sowie in der der Normalkontrollen zu
beschreiben, wurde zu den aggregierten Werten eine vollstandige deskriptive Statistik
erstellt. Die Verteilung der Messwerte wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test
geprift. Dieser wies fiir einige Grofden statistisch signifikante Abweichungen zum
Modell einer Normalverteilung auf, sodass eine Normalverteilung der Daten nicht
grundsatzlich angenommen werden konnte. Daher erfolgte der Vergleich des
Adhasionsverhaltens zwischen den beiden untersuchten Gruppen (GPA- Patienten und
Normalkontrollen) mittels eines nichtparametrischen Verfahrens, dem Wilcoxon-Mann-
Whitney-Tests. Die Starke des Zusammenhangs im Adhasionsverhalten von Zellen und
Bakterien wurde entsprechend mittels des Spearman Rang-Korrelationskoeffizienten

bewertet (Tabelle 7).

Ein statistisch signifikanter Unterschied wurde fiir P-Werte p < 0,05 angenommen.
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2.6 Das Adhidsionsverhalten von S. aureus -Stimmen an Krankheitsspezifischen

priméren nasalen Epithelzellen

Es fanden weitere Versuchsansatze statt, bei denen die Rolle des Wirts, als
moglicherweise mafdgeblicher Einflussfaktor auf eine erhéhte Adhasion von S. aureus,

analysiert wurde.

Hierfiir wurden primare Epithelzellkulturen von Patienten mit GPA sowie von
Normalkontrollen angeziichtet, um an diesen das Adhdsionsverhalten von S. aureus-

Stdammen zu priifen und zu vergleichen.

Zur  Gewinnung der Primdrkulturen wurden den Patienten wahrend
Nasennebenhohlen- oder funktionellen Naseneingriffen etwa reiskorngrofde
Nasenschleimhautproben der unteren Muschel entfernt. Alle Patienten wurden am
Vortag aufgeklart und erbrachten schriftliche Einverstandniserklarungen zur Teilnahme
an der Studie. Die Schleimhautproben wurden postoperativ in Reagenzréhrchen, ca. 5
ml Airway Epithelian Cell Growth Niahrmedium enthaltend, in einer Kiihlbox bis zur
weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert. Zur Gewinnung der Epithelzellen wurden die
Schleimhautproben unter sterilen Bedingungen an der Werkbank (Kéttermann 8511,
Uetze/Hanigsen) in eine Petrischale tiberfiihrt und anschlief}end mit einem Skalpell in
feine Teilchen zerschnitten. Zur Abtrennung der nasalen Epithelzellen von der
Basallamina und dem darunterliegenden Bindegewebe wurden die Biopsien entweder
tiber Nacht bei 8°C im Kiihlschrank oder fiir 1 Stunde bei 37°C im Brutschrank in
Dispase-Losung (2 Einheiten (U)/ml PBS; Invitrogen, Karlsruhe) inkubiert. Die Dispase
bewirkt eine enzymatische Spaltung des Kollagens der Basalmembran, die
Zellmembranen bleiben dabei intakt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die
Biopsien erneut in eine Petrischale liberfiihrt und die Epithelzellen vorsichtig mit einem
Skalpell von der Basalmembran abgeldst. Anschlieflend wurde die Zell-Dispase-
Suspension mittels einer Pipette in ein 10 ml Reagenzrohrchen tliberfiihrt und dann bei
Raumtemperatur fiir fiinf Minuten bei 900 Umdrehungen/Minute zentrifugiert
(Eppendorf Centrifuge 5804R, Hamburg). Der Uberstand wurde abpipettiert und
verworfen. Das in dem Reagenzrohrchen verbliebene Zellpellet wurde mit ca. 7ml
Airway Cell Growth-Medium resuspendiert. Nach Zugabe von 20 U/ml Penicillin und 20
ug/ml Streptomycin (Biochrom AG, Berlin) erfolgte die Kultivierung der Epithelzellen in
25 cm?-grofden Zellkulturflaschen (Sarstedt Tissue Culture Flask 25 cm? Niimbrecht) in
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wasserdampfgesattigter 5%iger CO2-Atmosphére bei 37°C im Brutschrank (Sanyo CO2
Incubator, Miinchen). Mehrmals wdéchentlich wurden die Zellen nun auf ihr Wachstum
und mogliche Kontaminationen untersucht. Nach drei bis vier Tagen wurde das
Nahrmedium gewechselt, jetzt ohne Zugabe von Antibiotikum. Um Riickstinde des alten
Mediums zu entfernen, wurden die Zellen mit warmer PBS gewaschen. Nach ca. 14
Tagen, bei Erreichen eines prakonfluenten Monolayers, konnten die Zellen passagiert
werden. Hierbei erfolgte eine erneute Inkubation der Zellkulturen fiir ca. 20 Minuten bei
37°C in Dispase-Losung (0,66 U/ml PBS), um die Zellen enzymatisch vom Boden der
Kulturflasche zu lésen. Nach erneuter Zugabe des Ndhrmediums, anschliefiender
Zentrifugation flr fiinf Minuten bei 900 Umdrehungen/Minute und Abpipettieren des
Uberstandes, konnten die Zellen unter Resuspension in Zellkulturmedium iiberfiihrt und

erneut kultiviert werden.

Da 20 verschiedene Bakterienstamme pro Patient getestet werden sollten, stellte sich
die einheitliche nicht separierte Fliche der Zellkulturflaschen als Problem dar.
Alternativ wurde der Versuch mit sterilen 8 Chamber Culture Slides durchgefiihrt,
bestehend aus einem acht-Kammeraufsatz aus Polystyrol auf einem fiir Zellkulturen

vorbehandelten Glas-Objekttrager.

Jede einzelne Kammer wurde nach Resuspension der Zellpellets mit dem Airway Cell
Growth Medium, sowie dem Antibiotikazusatz mit 0,6ml gefiillt und anschlief3end
ebenfalls in wasserdampfgesattigter 5%iger CO2-Atmosphare bei 37°C im Brutschrank
kultiviert. Aufgrund eines ungleichen Wachstumsmusters innerhalb der 8er Wells
wurde versucht, die Zellen wie zuvor in Kulturflaschen anzuziichten und anschliefdend
in die 8 Chamber Culture Slides zu passagieren. Auch hier zeigte sich jedoch, dass die
Zellen schlecht auf dem Deckgldaschen adharierten und vielmehr an den aus Polystyrol

bestehenden Kammerwanden hafteten.

Bedingt durch die Schwierigkeiten einer ausreichend grofien Biopsieentnahme der
oftmals stark beeintrachtigten Nasenschleimhaut bei den Patienten mit GPA, den
Schwierigkeiten, die Epithelzellkulturen ohne Kontamination nach Antibiotikaentzug
anzuziichten und durch die Adhédsionsproblematik der Zellen auf dem Glasdeckglaschen
der 8 Chamber Culture Slides, wurden die Versuche mit primdren nasalen

Epithelzelllinien zunachst eingestellt.
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3 Ergebnisse

Nach Auswertung und anschlief3ender Mittelung der Bilder aller Bakterienstimme aus
beiden Patientengruppen, konnte eine deskriptive Statistik angelegt werden, wobei hier
insbesondere auf die Maf3zahlen Minimum, Maximum, Median, Quartildistanz und Anteil
eingegangen wurde. Jeder Wert wurde auf seine Streuung und Signifikanz im Vergleich
zur jeweils anderen Patientengruppe gepriift. Durch die Ergebnisse der Positiv -und
Negativkontrollen sowie der Leerkontrollen und den Ansitzen, bei denen nur
Epithelzellen angeziichtet wurden, liefs sich ein stabiler Versuchsaufbau nachweisen. So
betrug der Median der adhdrierenden Bakterien bei der Positivkontrolle 16 und der
Median der adhdrierenden Bakterien bei der Negativkontrolle 4. Die Positivkontrolle
zeigte also im Median eine vier Mal so hohe Anzahl an adhédrierenden Bakterien im
Vergleich zu der Negativkontrolle. Bei den Leerkontrollen konnten im Median 0 Zellen
und 1 Bakterium nachgewiesen werden. Die Kontrollansatze, bei denen nur die
Epithelzellen angeziichtet wurden ergaben einen Median von 36 Zellen. Der Median der

Gesamtbakterien und der adhdrierenden Bakterien betrug 0 (siehe Tabelle 1).

Im Folgenden finden sich Tabellen und Abbildungen, die die Ergebnisse bildlich
veranschaulichen. So werden in den Boxplots insbesondere die Mediane dargestellt und
mit der jeweils anderen Patientengruppe verglichen, um sie auf mogliche signifikante
Unterschiede zu priifen. Dariiber hinaus werden eventuelle Ausreifier sowie die Quartile
Q; bis Q3 dargestellt. Die Quartile begrenzen die “Box“ (blau hinterlegt) und

kennzeichnen den Bereich, in dem die mittleren 50% der Daten liegen.

3.1 Statistik zu den Versuchskontrollen

Zellen-Median Zellen mit Bakterien- Adharierte
adharierten Median Bakterien
Bakterien
Positivkontr. 36 6 16 16
Negativkontr. 36 3 6 4
Leerkontrolle 0 0 1 0
RPMI-Kontr. 36 0 0 0

Tabelle 2: Statistik zu den Versuchskontrollen
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3.2 Statistik zu den Gesamtzellen beider Patientengruppen

Maf3zahl Gruppe n Min. Max. X IQR [Q1-Q3] | p-Wert

Minimum | Kontrolle 9 24,00 41,00 32,00 | 28,00-37,00 0,021
GPA 12 0,00 36,00 23,50 | 18,00-29,75

Maximum | Kontrolle 9 73,00 99,00 78,00 | 75,00-85,00 0,001
GPA 12 45,00 83,00 61,50 | 55,75-68,00

Median Kontrolle 9 39,50 69,00 55,00 | 52,50-58,00 0,003
GPA 12 30,50 52,50 42,25 | 35,88-48,50

Tabelle 3: Statistische Auswertung zu den Gesamtzellen beider Patientengruppen

Der Median der Gesamtzellen betrug in der Kontrollgruppe 55,00 und in der
Patientengruppe mit GPA 42,25. Beide Mediane der Gesamtzellen aus beiden
Patientengruppen verglichen, ergaben einen signifikanten Unterschied ( * ) von

12,75 (p-Wert=0,003).

Median der Gesamtzellen
é;
|

307

T T
GPA Kontrolle
Patientengruppe

Abbildung 3: Mediane der Gesamtzellen beider Patientengruppen
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3.3 Statistik zu den Zellen mit adhéarierten Bakterien beider Patientengruppen

Maf3zahl Gruppe n Min. Max. X IQR [Q1-Q3] | p-Wert

Minimum | Kontrolle 9 1,00 | 12,00 | 3,00 2,00-8,00 | 0,162
GPA 12 0,00 6,00 | 2,50 0,00-4,25

Maximum | Kontrolle 9 9,00 77,00 | 13,00 | 13,00-53,00 0,352
GPA 12 6,00 41,00 13,50 | 10,00-19,25

Median Kontrolle 9 500| 41,00| 6,00 6,00-19,50 | 0,618
GPA 12 3,00| 14,00 7,75 4,38-8,50

Anteil Kontrolle 9 0,11 0,65| 0,15 0,12-036 | 0,776
GPA 12 0,08 042| 0,16 0,13-0,25

Tabelle 4: Statistische Auswertung zu den Zellen mit adhirierten Bakterien beider
Patientengruppen

Der Median der Zellen mit adharierten Bakterien ergab in der Kontrollgruppe 6,00 und

in der Patientengruppe mit GPA 7,75. Es ergab sich ein nicht signifikanter Unterschied
(NS) von 1,75 (p-Wert=0,618) im Median der mit Bakterien behafteten Zellen. Der

Median des prozentualen Anteils aller mit Bakterien behafteten Zellen (siehe Abbildung

5) betrug in der Kontrollgruppe 0,15 und in der Patientengruppe mit GPA 0,16. Im

Vergleich ergab sich hieraus ein nicht signifikanter Unterschied von 0,01 (p-

Wert=0,776) zwischen beiden Patientengruppen.
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Abbildung 4: Mediane der bakterienbehafteten Zellen beider Patientengruppen
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Abbildung 5: Prozentuale Anteile an Zellen mit adhédrierenden Bakterien
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3.4 Statistik zu den Gesamtbakterien beider Patientengruppen

Maf3zahl Gruppe n Min. Max. X IQR [Q41-Q3] p-Wert

Minimum | Kontrolle 9 1,00 25,00 8,00 3,00-13,00 0,116
GPA 12 0,00 10,00 4,00 1,50- 8,50

Maximum | Kontrolle 9 29,00 | 274,00 | 83,00 56,00-159,00 0,394
GPA 12 14,00 | 142,00 | 63,50 41,00-113,75

Median Kontrolle 9 10,00 | 144,00 | 33,50 15,00-49,00 0,20
GPA 12 5,00 57,00 | 18,75 15,38-27,13

Tabelle 5: Statistische Auswertung zu den Gesamtbakterien beider Patientengruppen

Der Median der Gesamtbakterien lag bei den Kontrollen bei 33,50 und bei den Patienten

mit GPA Dbei

signifikanten Unterschied von 14,75 (p-Wert=0,20).

18,75. Beide Patientengruppen verglichen,

ergaben einen nicht
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— 1

Patientengruppe

T

Kontrolle

Abbildung 6: Mediane der Gesamtbakterien beider Patientengruppen
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3.5 Statistik zu den adhérierten Bakterien beider Patientengruppen

Mafdzahl Gruppe Min. Max. X IQR [Q1-Q3] p-Wert

Minimum | Kontrolle 9 1,00 23,00 8,00 3,00-13,00 0,068
GPA 12 0,00 10,00 3,50 0,00- 7,25

Maximum | Kontrolle 9 20,00 276,00 81,00 | 51,00-149,00 0,255
GPA 12 9,00 140,00 53,50 | 30,75- 87,50

Median Kontrolle 9 8,50 143,00 31,00 15,00-44,50 0,126
GPA 12 4,00 46,50 17,75 11,75-23,75

Anteil Kontrolle 9 0,72 0,99 0,95 0,86-0,98 0,522
GPA 12 0,51 1,00 0,83 0,74-0,99

Tabelle 6: Statistische Auswertung zu den adhirierten Bakterien beider

Patientengruppen

Der Median der adharierten Bakterien ergab bei den Kontrollen 31,00 und bei den

Patienten mit GPA 17,75. Es ergab sich ein nicht signifikanter Unterschied im Median

der adhérierten Bakterien von 13,25 (p-Wert=0,126). Der Median des prozentualen

Anteils aller adharierter Bakterien betrug bei den Kontrollen 0,95 und bei den Patienten

mit GPA 0,83. Der Vergleich beider Patientengruppen resultierte in einem nicht

signifikanten Unterschied von 0,12 (p-Wert=0,522).
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3.6 Die Stirke des Zusammenhangs im Adhasionsverhalten von Zellen und

Bakterien

Die Starke des Zusammenhangs im Adhdsionsverhalten von Zellen und Bakterien wurde

mittels des Spearman Rang-Korrelationskoeffizienten berechnet.

1. Variable 2. Variable Kontrollen GPA
Median der | Median der | 0,44 (p=0,235) 0,183 (p=0,568)
Gesamtzellen bakterienbehafteten

Zellen
Median der | Median adharierter | 0,98 (p< 0,001) 0,958 (p< 0,001)
Gesamtbakterien Bakterien

Tabelle 7: Statistische Darstellung der Stirke des Zusammenhangs im
Adhisionsverhalten von Zellen und Bakterien

Mittels des Spearman Rang-Korrelationskoeffizienten von 0,44 Kkonnte in der
Kontrollgruppe kein signifikanter Zusammenhang (p-Wert=0,235) zwischen dem
Median der Gesamtzellen und den bakterienbehafteten Zellen nachgewiesen werden.
Auch in der Patientengruppe mit GPA ergab sich mit einem Korrelationskoeffizienten
von 0,183 kein signifikanter Zusammenhang (p-Wert=0,568). Im Gegensatz dazu konnte
sowohl in der Kontrollgruppe (p-Wert< 0,001), als auch in der Patientengruppe mit GPA
(p-wert< 0,001) mittels des Spearman Rang-Korrelationskoeffizienten ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Median der Gesamtbakterien und den adharierten

Bakterien ermittelt werden.

Insgesamt stellten die erhobenen Daten statistisch keine signifikanten Unterschiede im

Adhasionsverhalten zwischen den beiden Gruppen dar.
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4 Diskussion

4.1 Zum Erstversuch: Das Adhasionsverhalten krankheitsspezifischer S. aureus -

Stimme an der nasalen Epithelzelllinie RPMI 2650

Durch die Ergebnisse der Kontrollansidtze konnten ein stabiler Versuchsaufbau sowie
ein steriles Arbeiten nachgewiesen werden. Die Positivkontrolle zeigte eine 4 Mal so
hohe Anzahl an adharierten Bakterien, verglichen mit der Negativkontrolle und die
Kontrollansitze, bei denen nur Epithelzellen angeziichtet wurden, erwiesen sich als
nicht kontaminiert. Bei den Leerkontrollen konnte im Median lediglich ein Bakterium
nachgewiesen werden. Die Generationszeit von S. aureus betragt 15 Minuten. Bei einer
frihen Kontamination hatten demnach 16 Bakterien nachweisbar sein miissen. Der
Median von einem Bakterium konnte fiir eine nach Ablauf der einstiindigen

Inkubationszeit stattgefundene Kontamination sprechen [37].

Die Auswertung der Gesamtzellen beider Patientengruppen ergab im Vergleich
signifikante Unterschiede sowohl im Minimum, Maximum, als auch im Median. Da die
RPMI-Zellen sowohl bei den Patienten mit GPA, als auch bei den Normalkontrollen unter
gleichen Bedingungen kultiviert und inkubiert wurden und die Epithelzelllinie in vielen
Studien als eine bei in-vitro Untersuchungen gut einsetzbare Zelllinie gilt [38], stellt sich
die Frage, ob die S. aureus- Stamme, als einzige veranderte Variable in dem Versuch, in
der Patientengruppe mit GPA, eine hohere Mortalitiat der Zellen verursachten. So kann
vermutet werden, dass die Bakterienstimme in der Patientengruppe mit GPA, bedingt
durch phanotypische Unterschiede, zu einer Zellnekrose und damit zum Untergang der
Epithelzellen fiihrten. Moglich ware hierbei z.B. die Freisetzung von TSST-1, welches der
Integritat des Epithels schadet und durch Invasion der Bakterien zum Zelluntergang
fiihren kann [39]. Auch konnten Zellen, aufgrund eines geschwachten Zellverbandes, bei
den abschliefRenden Waschvorgiangen verloren gehen. Um der Vermutung nachzugehen,
koénnte in nachfolgenden Versuchen, die verworfene Waschlosung auf Epithelzellen

untersucht werden.

Der Vergleich der Mediane der Zellen mit adharierten Bakterien ergab einen nicht
signifikanten Unterschied. Genauso wenig auch der Vergleich der prozentualen Anteile

aller mit Bakterien behafteten Zellen. Die Statistiken zu den Gesamtbakterien, sowie zu
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den adhéarierten Bakterien ergaben ebenfalls nicht signifikante Unterschiede zwischen

den Patienten mit GPA und den Normalkontrollen.

Schlussfolgernd adharierten also bei den Patienten mit GPA vergleichbar viele Bakterien
an ahnlich vielen Zellen, trotz verminderter Gesamtzellzahl. Die Vermutung, dass die
Bakterien in der Patientengruppe mit GPA demnach in einer hoheren Konzentration
adhdrierten oder insgesamt mehr freie Bakterien vorhanden waren, konnte durch die
Ergebnisse der adharierten Bakterien nicht bestatigt werden. Sowohl bei den
Normalkontrollen, als auch in der Gruppe der Patienten mit GPA adharierte der Grofsteil

der nachgewiesenen Bakterien und dies zu vergleichbaren Anteilen.

Mittels des Spearman Rang-Korrelationskoeffizienten, konnte sowohl in der Gruppe der
Patienten mit GPA, als auch in der Gruppe der Normalkontrollen kein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Median der Gesamtzellen und den bakterienbehafteten
Zellen nachgewiesen werden. Oft adharierten die Bakterien in kleinen Haufen, ohne
dabei an jede einzelne Zelle zu adhéarieren. Die Lagerung in Haufen ist typisch fiir
Staphylokokken [40]. Die Vermutung, dass eine steigende Zellzahl und eine eventuell
damit einhergehende Erschopfung des Ndhrbodens, zu einer steigenden bakteriellen
Adhasion fiihren, findet keine Bestdtigung. Im Gegensatz dazu zeigte sich in beiden
Patientengruppen ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Median der
Gesamtbakterien und den adharierten Bakterien. Die Zellen wurden tiber eine Stunde
bei 37°C mit den Bakterien inkubiert. Es wurde versucht, optimale Bedingungen fiir eine
bakterielle Adhasion zu schaffen. Je hoher die Bakterienanzahl, desto hoher war auch die

Wahrscheinlichkeit, dass die Bakterien adhirieren wiirden.

S. aureus ist in der Lage liber Oberflaichenproteine an der extrazelluldiren Matrix von
Wirtszellen zu adhdrieren. Diese Oberflaichenproteine lassen sich in zwei Gruppen
unterteilen: Zellwand-verankerte und nicht Zellwand-verankerte. Die Zellwand-
verankerten Proteine werden auch als ,microbial surface components recognizing
adhesive matrix molecules“ (MSCRAMMs) bezeichnet und sind in der Zellwand der
Bakterien iiber ein Leucin-Prolin-X-Threonin-Glycin (LPXTG)-Motiv verankert [41]. Zu
dieser Gruppe gehoren unter anderem der ,Clumping Factor A“ (cfA), die ,Fibronectin-

binding proteine A und B“ (FnBPA /B), sowie das ,Collagen-binding adhesin“ (cba) [42].
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S. aureus bindet lber sein Oberflaichenprotein cfA spezifisch an den C-Terminus der y-
Untereinheit des Fibrinogens, ein in der Leber synthetisiertes Glykoprotein in Form
eines Hexamers [43, 44]. Bei dem cfA handelt es sich um einen Fibrinogen-Rezeptor, der
Fibrinmonomere durch Bindung aktiviert, zu Fibrin umwandelt und so die Bildung eines
Thrombus fordert. Durch seine spezifische Adhdsion an das Fibrinogen spielt der cfA
eine Rolle im Infektionsprozess und ist demnach ein wichtiger Virulenzfaktor des S.
aureus [43-45]. Dariiber hinaus bindet S. aureus iiber ,Fibronectin-binding proteine A
und B“ auch an das Fibronektin, ein Glykoprotein der extrazelluliren Matrix der
Wirtszellen. Sowohl das FnBPA, also auch das FnBPB binden tiber ihren N-Terminus
Fibrinogen und Elastin und iiber den C-Terminus das Fibronektin [46, 47]. Eine
Kooperation beider Proteine soll haufiger durch leichtere Adhdsion und Invasion des
Bakteriums zu einer lebensbedrohlichen Sepsis fithren kénnen [48]. S. aureus kann auch
tiber das cba an die Kollagen ahnliche Domane C1q binden, eine Subkomponente des
ersten Kollagenfaktors. Durch diese Bindung an Clq wird die Aktivierung des
klassischen Komplementweges gehemmt und somit auch ein Teil des unspezifischen

humoralen Immunsystems, welches zur Eliminierung von Antigenen beitragt [49].

All diese extrazelluliren Matrixproteine dienen als Verbindung zwischen der
Zelloberflaiche des Bakteriums und den Zellrezeptoren des Wirts. Dadurch wird dem
Bakterium eine Adhdsion bzw. Invasion des Wirtsepithels ermdéglicht und gleichzeitig

Schutz vor Phagozytose durch neutrophile Granulozyten gewahrt [50].

Die hier durchgefiihrten Untersuchungen wurden mittels einer immortalen
Epithelzelllinie durchgefiihrt, die nicht in Interaktion mit dem physiologischen
Schleimhautgewebe stand, wodurch mogliche Einfliisse der beschriebenen
Adhéasionsfaktoren des S. aureus, wie z.B. die MSCRAMMs, welche von den Bakterien
sezerniert werden und mit der Extrazellularmatrix interagieren, nicht berticksichtigt
werden konnten [41, 42]. Dennoch war die Verwendung einer solchen Epithelzelllinie
unter nicht kiinstlich erschaffenen physiologischen Bedingungen, eine ganz bewusste
Entscheidung. In Anbetracht der verschiedenen Méglichkeiten in vitro Untersuchungen
durchzufiihren, erweist sich exzidiertes Gewebe in seinen Eigenschaften zwar den
physiologischen Bedingungen am ahnlichsten, weist jedoch, insbesondere gegeniiber
immortaler  Epithelzellen, auch gravierende Nachteile auf.  Erschwerte

Beschaffungsmoglichkeiten, die begrenzte Vitalitit, wodurch eine Reproduzierbarkeit
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von Ergebnissen stark beeintrachtigt wird und der erschwerte Vergleich von
Versuchsergebnissen, aufgrund von inter -und intraindividuellen Schwankungen [51].
Um physiologische Bedingungen zu imitieren, besteht die Moglichkeit den Objekttrager
mit einem Kollagen -oder Fibronektingel zu beschichten. Kollagen wird insbesondere
von Fibroblasten und Myofibroblasten synthetisiert und ist ein wichtiger Bestandteil der
extrazellularen Matrix sowie der Basalmembran, die die Basis der Epithelzellschicht
darstellt und wichtige Stiitz -und Verankerungsfunktionen innehat. Auch das
Fibronektin ist ein wichtiger Bestandteil der Basalmembran [52, 53]. Wengst et al.
inkorporierte in vorangegangenen Studien Fibroblasten in ein solches Kollagengel, die
zu einer hoheren mechanischen Stabilitait des RPMI- Zellverbundes fiihrten und einen
stimulierenden Einfluss auf die Epithelzelldifferenzierung hatten. Dennoch kénnen diese
imitierten physiologischeren Gegebenheiten auch zu Problematiken im Versuchsablauf
fiihren. So besteht bei einer Fibronektin -oder Kollagenbeschichtung die Gefahr einer
Ablésung durch den haufigen Wechsel des Zellkulturmediums, der insbesondere bei den
sehr schnell wachsenden RPMI Zellen notwendig ist. Auch die in das Kollagengel
inkorporierten vitalen Fibroblasten koénnen durch induzierte Kontraktionen des
Kollagengels dazu fiihren, dass sich die Epithelzellen auch unterhalb der Kollagenschicht
anheften und so den Versuchsablauf stéren sowie zu nicht einheitlichen und

verfalschten Ergebnissen fithren [51].

Die nicht Zellwand-verankerten Oberflachenproteine werden als ,secreted expanded-
repertoire adhesive molecules“ (SERAMs) bezeichnet und sind strukturell nicht
miteinander verwandt. Hierzu zdhlen unter anderem das ,extracellular fibrinogen
binding protein (Efb), das ,extracellular matrix binding protein“ (Emp) und das
sextracellular adhesive protein“ (Eap) [54]. Das Efb bindet direkt an das Fibrinogen und
inhibiert die Thrombozytenaggregation [55]. Dariiber hinaus bindet es iiber den C -
Terminus an die beiden Komplementfaktoren C3b und C3d, wodurch sowohl die
Opsonierung, als auch die Phagozytose von Antigenen gestort werden kénnen [56-58].
Das Emp interagiert mit Fibronektin, Fibrinogen, Kollagen und Vitronektin [59]. Auch
das Eap interagiert mit vielen Plasma -und extrazelluliren Matrixproteinen. Dazu
gehoren unter anderem das Fibrinogen und Kollagen 1,4 und 5 [54, 60]. Jiingste
Veroffentlichungen zeigten dariiber hinaus, dass S. aureus liber das Eap in der Lage ist,
die Aktivitat neutrophiler Serinproteasen zu inhibieren. Dazu zdhlen die neutrophile

Elastase, Proteinase 3 und Cathepsin G. Durch Inaktivitit dieser neutrophilen
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Serinproteasen, ist die Immunabwehr mittels neutrophiler Granulozyten deutlich
herabgesetzt [61]. Demnach ist es S. aureus moglich auf vielfaltige Art und Weise eine

Verbindung zum Wirt herzustellen ohne dabei direkt eliminiert zu werden.

Auch in der Gruppe der SERAMs spielen erneut Fibrinogen, Fibronektin, sowie das
Kollagen, eine entscheidende Rolle bei der Adhasion von S. aureus. Doch auch hier gilt es,
aufgrund der Entscheidung die Untersuchungen mittels immortalen Epithelzelllinien
durchzufithren und das Risiko fiir Abweichungen und Verfdlschungen des
Versuchsablaufes durch kiinstlich imitierte physiologische Bedingungen gering zu

halten, die genannten Adhdsionsfaktoren nur vermindert zu betrachten.

Im Verlauf soll eben diese Versuchsmethodik sowie die hierbei gegebenen Bedingungen

genauestens hinterfragt und diskutiert werden.

Die Verwendung einer immortalen nasalen Epithelzelllinie konnte im Hinblick auf
Untersuchungen mit Epithelzellen bereits in mehreren Studien als positiv und sinnvoll
verzeichnet werden und bietet verglichen mit primdren Zellkulturen bedeutende
Vorteile [62]. Zum einen sind die Kultivierungsbedingungen der Epithelzelllinie
einfacher und die Zellen weniger empfindlich, die Zellen sind phdnotypisch identisch,
stabil reproduzierbar und immortal [51, 63]. Die enzymatisch metabolische Barriere der
RPMI 2650 Zelllinie ist hingegen den Barrieren primarer Zellkulturen sehr ahnlich [64].
Durch die Polarisierung der Epithelzellen und deren Verbindung durch interzellulare
Conektine, wie den Tight junctions Z0-1, Occludin, Claudin-1, E-cadherin und B-catenin
entsteht auch bei der RPMI 2650 Zelllinie eine parazellulare Barriere, deren Dichtheit
durch den transepithelialen elektrischen Widerstand (TEER) beschrieben wird. Sowohl
die Expression der Junction-Proteine, als auch der gemessene TEER sind bei den RPMI
Zellen dhnlich derer bei Primarzellen [38, 62]. Merkle HP et al. fasst zusammen, dass
sich die RPMI 2650 Zelllinie in Karyotyp, dem Zytokeratin Polypeptidmuster, sowie in
dem Vorhandensein einer Mukoidschicht auf den Zelloberflichen kaum von einer
primiren Zellkultur unterscheidet [36, 63, 65, 66]. Uberlegungen zu einer zu starken
Ungleichheit im Zellaufbau zwischen RPMI Zelllinien und Primarkulturen und einer
damit verbundenen verminderten Adhasion an der RPMI 2650 Zelllinie werden durch
die oben genannten Faktoren abgeschwacht. Kreft et al. konnte zudem in einer seiner
Studien berichten, dass die RMPI Zellen in der Lage waren, Mikrovilli auszubilden [62].

Genau wie bei den Primarkulturen kommt es demnach zu einer
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OberflachenvergrofRerung, die eine vermehrte bakterielle Adhdsion ermoglichen kann.
Zusatzlich wurden durch das Verwenden einer immortalen Zelllinie jegliche
Storfaktoren durch spenderspezifische immunologische Faktoren ausgeschlossen.
Demnach war es moglich, isoliert die Potenz der Bakterien hinsichtlich einer Adhéasion
zu untersuchen. Nichtsdestotrotz bietet die Verwendung der immortalen nasalen RPMI
Zelllinie auch Nachteile. So konnte Salib R] et al. in einer seiner Studien beobachten, dass
die RPMI Zellen deutlich weniger Zilien ausbildeten, was zu einer gestérten nasalen
Reinigung bzw. zu einem stark eingeschrankten Abtransport von Fremdkoérpern fiithren
kann [67]. Eine bakterielle Adhdsion kénnte dadurch falschlicherweise deutlich héher

sein.

Es gilt demnach zu bedenken, dass durch die Beeinflussung des genetischen Bestandes
einer kontinuierlich wachsenden immortalisierten Zelllinie zwar krankheitsspezifische
Defekte analysiert werden konnen, diese aber abschlieffend exemplarisch mit
Primarkulturen verifiziert werden miissen, um die in vivo Bedingungen so realistisch

wie moglich wiedergeben zu konnen [68].

Neben der nasalen RPMI 2650 Zelllinie selbst, gilt es auch ihre
Kultivierungsbedingungen naher zu betrachten und zu diskutieren. Kreft et al. berichtet

in einer seiner Veroffentlichungen iiber Moglichkeiten diese zu optimieren.

Zundchst wurde das Wachstumsverhalten der RPMI Zellen an Grenzflachen untersucht.
Anders als in dem von uns angewandten Kultivierungssystem, befanden sich die Zellen
in einem Zwei-Phasen-System. So wurden das Adhasions, -sowie das
Proliferationsverhalten der Zellen in einem air-liquid Interphasensystem mit denen in
einem liquid-liquid Interphasensystem verglichen und untersucht. In der air-liquid
Interphase waren die Zellen in der Lage, mehr Epithelschichten auszubilden und
erreichten einen hoheren TEER. Durch den Kontakt zur Luft wurde eine Differenzierung
der RPMI Zellen stimuliert und ein kontinuierliches homogenes Wachstum angeregt
[38]. Dartiber hinaus war die Permeabilitat flir bestimmte Polysaccharide bei den Zellen
der air-liquid Interphase, verglichen mit den Zellen der liquid-liquid Interphase, deutlich
geringer. Gleichzeitig wurden Untersuchungen beziiglich des verwendeten Zellmediums
durchgefiihrt. Hierbei konnte festgestellt werden, dass die Zellen mittels des Mediums
A-MEM besser proliferierten, als mit dem in unserer Studie verwendeten MEM-Medium

und dariiber hinaus weniger Serum fiir ihr Wachstum bendtigten. Eine verbesserte
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Zellproliferation und die damit verbundene erhéhte Anzahl von Zellschichten fiihrten zu
einer dichteren Zellbarriere und der maximale TEER wurde schneller erreicht. Im
Verlauf konnte jedoch beobachtet werden, dass insbesondere bei der Kombination des
A-MEM Mediums mit dem air-liquid Interphasensystem, die obersten Zellschichten
nekrotisch wurden, was vermutlich auf den erhohten Nahrstoffbedarf der Zellen
zuruckzufihren ist und auch erklaren wirde, warum der durchschnittliche TEER bei
Verwendung des MEM-Mediums hoher ist. Zudem konnten ein erhohter Zelluntergang
und der Verlust der Zellintegritit in einer falsch hohen bakteriellen Adhdsion
resultieren. Die intakten Zellschichten zeichneten sich jedoch insbesondere bei
Verwendung des air-liquid Interphasensystems und unabhdngig vom Medium, durch
Ausbildung von interzellularen Conektinen, wie den Tight-junctions Occludin, Claudin-1
und E-Cadherin, aus. Insbesondere Claudin-1 und E-cadherin wurden eher in Bereichen

mit mehreren Zellschichten beobachtet.

In unserem Versuch wurde die Adhdsion der Bakterien an einem prakonfluenten
Monolayer untersucht. Dies hat den Vorteil, dass es zu keiner Zelliiberlagerung kommt
und eine bakterielle Adhasion visuell leichter zu untersuchen ist. Dariiber hinaus, ist das
Risiko eines Nahrstoffmangels geringer. Vorteil des MEM Mediums ist, dass der TEER
konstant bleibt und es in vielen Studien als ein sehr zuverlassiges Zellmedium bei der
Kultivierung von RPMI Zellen gilt [62]. Nichtsdestotrotz, konnte die air-liquid
Kultivierung von RPMI Zellen in der Untersuchung der bakteriellen Adhasion, eine
interessante Alternative darstellen, die insbesondere durch die Ausbildung eines

dichten Zellverbandes, den in vivo Bedingungen sehr nahekommt.

Ein weiterer Grund fiir den nicht signifikanten Unterschied im Adhdasionsverhalten
konnte die einstiindige Inkubationszeit sein. Diese ist gegebenenfalls nicht ausreichend,
um signifikante Unterschiede der Adhdsion abzubilden. Allerdings limitieren die durch
die Bakterien iiber die Zeit der Kokultivierung zunehmenden, fiir die Epithelzellen
toxischen Effekte, die Versuchszeit [69]. Zudem wurde der Einfluss des pH-Wertes auf
eine bakterielle Adhasion bereits in mehreren Studien untersucht. So habe laut Nostro et
al. ein alkalischer pH einen hemmenden Effekt auf die bakterielle Adhdsion [70]. Des
Weiteren lasst sich die gegebene Temperatur wahrend der Adhasion diskutieren. Da die
Temperatur in der Nase physiologisch unter 37°C liegt, verglich Hoefnagels-

Schuermans et al. das bakterielle Adhasionsverhalten an nasalen Epithelzellen bei 23°C
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und 37°C. Bei einer Inkubationszeit von 90 Minuten, konnte kein signifikanter
Unterschied in der Adhasion nachgewiesen werden, sodass, wie auch in unserem
Versuch, 37°C als optimale Inkubationstemperatur gewahlt wurde [71].
Nichtsdestotrotz, kann nicht ausgeschlossen werden, dass bei niedrigeren
Inkubationstemperaturen signifikante Unterschiede in der Adhadsion zwischen einzelnen

Bakterienstimmen detektiert werden konnen.

Phanotypische Eigenschaften der Bakterien, die eine Adhdsion beeinflussen koénnen,
sind laut Pohlmann-Dietze et al. z.B. das Vorhandensein einer Polysaccharidkapsel vom
Typ 5 und 8. Beide Typen wiirden eine verminderte Adhasion bewirken. Dartiber hinaus
spiele auch die Wachstumsphase, in der sich die Bakterien bei der Adhdsion befinden,
eine Rolle. Die Bakterien in der exponentiellen Wachstumsphase wiirden deutlich mehr
adharieren, als die Bakterien in der stationdren Phase [72]. Die genannten Faktoren sind
in dieser Arbeit dahingehend beriticksichtigt worden, als dass die Bakterien beider

Patientengruppen stets gleichen Bedingungen ausgesetzt waren.

Um einen moglicherweise sehr geringen Unterschied im Adhasionsverhalten abbilden
zu konnen, bedarf es grofderer Kohorten. Aufgrund der in diesem Versuchsansatz
gewdhlten Patientenzahlen ldsst sich nicht ausschliefden, dass die Ergebnisse durch
Ausreifder, bspw. in der Kontrollgruppe verfalscht wurden. Andererseits stellt sich die
Frage ob ein solch geringer Unterschied im Adhasionsverhalten tiberhaupt von

klinischer Relevanz ist.

4.2 Zum Zweitversuch: Adhisionsverhalten von S. aureus -Stammen an

krankheitsspezifischen primaren nasalen Epithelzellen

Aufgrund der Uberlegungen, dass der ursichliche Pathomechanismus auch auf
Wirtsebene begriindet sein konnte, untersuchten wir in einem Zweitversuch die Rolle
des Wirtes. Es wurden primare Epithelzellkulturen von Patienten mit GPA sowie von
Normalkontrollen mit S. aureus -Stammen kultiviert. Die Nasenschleimhautbiopsien
wurden alle an der unteren Muschel entnommen und hatten etwa die Grofde eines
Reiskornes. Neben der Seltenheit der Erkrankung, was ein schnelles Voranschreiten der
Untersuchungen sehr erschwerte, stellte sich oft auch die Grofle des Biopsates als

problematisch dar. Da einige der Patienten starke Beeintrachtigungen der
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Nasenschleimhaut aufwiesen, war es teilweise nicht moglich, ein ausreichend grofdes
Biopsat zu gewinnen. Die Bedingungen eine primare Zellkultur aus dem gewonnenen
Zellmaterial zu generieren waren demnach deutlich erschwert. Neben der geringen
Zellanzahl bestand auch eine Problematik in der kontaminationsfreien Adhasion der
Primarzellen auf den glasernen Deckgldschen der 8 Chamber Culture Slides. Nicht selten
kam es nach Antibiotikaentzug zu einer Kontamination und die Zellen adharierten
vielmehr an den aus Polystyrol bestehenden Kammerwanden. Dies erschwerte die
Entstehung eines prakonfluenten Monolayers, wodurch sich die geplante
Kultivierungsdauer verlangerte und so das Risiko fiir Zellschaden stieg. Hoefnagels-

Schuermans et al. beschreibt in einer seiner Studien, dass es durch Reduzierung des

Fliissigkeitsvolumens innerhalb der Mikrotiter-Wells auf nur 100ul Medium, moglich

war, den Kontakt zwischen den Bakterien und den Wianden der Mikrotiter-Wells zu
minimieren und zu standardisieren. Diese Idee liefde sich moglicherweise auch auf die
Kultivierung der Zellen iibertragen, um eine Adhdsion an den Zellwanden zu verhindern.
Des Weiteren wurde der Boden der verwendeten Mikrotiter-Plates zuvor mit einem
Kollagen Typ 1-Gel beschichtet, was zur Folge hatte, dass mehr als 80% der Zellen
innerhalb der ersten 24 Stunden an dem Kollagengel adharierten und stabile Zell-Zell-
Kontakte, sowie Mikrovilli ausbildeten. Der apikale Pol der Zellen richtete sich gen
Kulturmedium aus und der basale Pol gen Kollagengel [71]. Durch Verwendung von
kollagenbeschichteten Materials, werden zwar physiologische Gegebenheiten simuliert
und laut Hoefnagels-Schuermans et al. auch das Zellwachstum, sowie die Ausbildung der
zellspezifischen Morphologie geférdert, dennoch muss beachtet werden, dass die Zellen
einen komplett konfluenten Layer auf dem Kollagengel ausbilden miissen, um eine
direkte Adhdsion der Bakterien liber Adhdsionsfaktoren an dem Kollagen zu verhindern.
Das eigentliche Ziel, namlich die Adhdsion der Bakterien an den Zellen zu untersuchen,
ware dadurch stark gefihrdet. Dariiber hinaus besteht die Gefahr, dass sich die
Kollagenbeschichtung aufgrund von haufigen Waschprozessen lésen konnte und die

Versuchsmethodik nicht mehr einheitlich und reproduzierbar durchzufiihren ware [51].

Im Gegensatz zu den RPMI-Zellen, die innerhalb von drei Tagen einen prakonfluenten
Monolayer bildeten und hierbei ein Einsatz von Antibiotika nicht notwendig war, betrug
die Wachstumszeit der Primarzellen unter Antibiotikazugabe bis Erreichen eines

prakonfluenten Monolayers ca. 14 Tage. Demnach kénnte auch die Gabe von Antibiotika
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einen negativen Einfluss auf den Zellverband der primdren Zellen gehabt haben und ein
nicht konfluentes Wachstum an den Kammerwanden begiinstigt haben [73]. Zudem
konnte in weiteren Studien nachgewiesen werden, dass die Zellproliferation primarer

Zellkulturen unter Antibiotikaeinfluss stark herabgesetzt war [74].

Dies konnte eine Erklarung dafiir sein, warum sich sowohl der Waschprozess, als auch
die Farbung der Primarzellen als problematisch gestaltete. Immer wieder gingen
auffallend viele Zellen verloren, was die Annahme schwacher interzellularer Bindungen
bekraftigt. Auch aus technischer Sicht stellten die schwachen Zellverbande und das nicht
konfluente Wachstum der Primarzellen ein Problem dar. Bei Ablésen der Deckglaschen
der 8 Chamber Culture Slides von dem Kammeraufsatz, 10sten sich die Zellen teilweise

vollstandig, wodurch das weitere Versuchsgeschehen stark beeintrachtigt war.

Ein Losungsansatz konnte die Generierung transformierter nasaler Epithelzelllinien
sein, mit denen unabhdngig von =zellzahllimitierenden und zeitlich begrenzten
Primarzellkulturen, die Adhédsion von S. aureus an Epithelzellen untersucht werden
konnte. In einer Studie von Wohlers et al. wurden hierfiir nasale Priméarzellkulturen mit
den B-lymphoma MMLV insertion region 1 (bmi-1) - bzw. dem Gen fiir die reverse
Transkriptase der humanen Telomerase (hTERT) - {bertragenden Retroviren
transduziert. Sowohl die bmi-1, also auch die hTERT transduzierten Zellen wiesen
verglichen mit den Primarzellkulturen, die meist nicht ldnger als 21 Tage kultiviert
werden konnen, eine deutlich lingere Uberlebensdauer auf. Die mit bmi-1 generierten
Zelllinien zeigten eine Kultivierungsdauer von bis zu 9,2 Wochen und konnten bis zu 15
Mal passagiert werden. Generierte transformierte nasale Epithelzellen bieten demnach,
durch Umgehen von limitierenden Faktoren, eine Mdglichkeit, die Interaktion von

Mikroorganismen unabhangiger zu untersuchen [68].

Dartiber hinaus konnte die Untersuchung des Mikrobioms, also der Gesamtheit der im
Menschen befindlichen Mikroorganismen, einen Ansatz in der Ursachenforschung der
GPA darstellen. Durch Abstrichentnahme an der nasalen Schleimhaut kénnen Anzahl
und Art der verschiedenen Bakterien untersucht und mit Gesunden verglichen werden.
Zu diesem Zweck wurden bereits Abstriche sowohl von gesunden Patienten, als auch
von Patienten mit GPA entnommen. In weiteren Untersuchungen gilt es nun, die
bakteriellen Zusammensetzungen zu vergleichen, um eventuell ein Muster moglicher

Keimbesiedlungen zu erkennen.
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5 Zusammenfassung

Die Granulomatose mit Polyangiitis (GPA) ist eine systemische Autoimmunerkrankung
und gehort zu der Gruppe der primdren Anti-Neutrophile zytoplasmatische Antikorper
(ANCA)-assoziierten Vaskulitiden mit unbekannter Atiologie. Gekennzeichnet ist die
GPA durch chronische nekrotisierende Vaskulitiden, vorwiegend der Kkleinen bis
mittelgroflen Gefdfle, kombiniert mit der Bildung nicht verkdsender Granulome
vorwiegend im Bereich des Respirationstraktes. In 60-90% der Falle manifestiert sich
die GPA in der Nase und den Nasennebenhohlen. Die Ursache der Erkrankung wird als
multifaktoriell bedingt angesehen, wobei die Rolle mikrobieller Triggerfaktoren
zunehmend diskutiert und insbesondere dem S. aureus als potentem mikrobiellen
Trigger eine relevante Rolle im pathogenetischen Prozess der Erkrankung zugetragen
wird. In 60-70% der Falle konnte eine chronisch erhéhte nasale Besiedlungsrate mit S.
aureus bei Patienten mit GPA nachgewiesen werden. Um die erhdhte Pravalenz des S.
aureus naher zu untersuchen, wurde in der hier vorliegenden Studie getestet, ob
verschiedene S. aureus -Stamme von Patienten mit GPA, sowie von Normalkontrollen ein
unterschiedliches Adhdsionsverhalten an nasalem Epithel aufweisen. Dazu wurde eine
immortale nasale Epithelzelllinie (RPMI 2650) mit den Bakterienstimmen inkubiert und
nach einstiindiger Adhdsionszeit mittels einer Fluoreszenzfarbung analysiert. Unter dem
Mikroskop wurden die adharierten Bakterien gezahlt und statistisch mit den Werten der
Normalkontrollen verglichen, um eine moéglicherweise erhohte Adhasion der Bakterien

von Patienten mit GPA nachzuweisen.

Die Untersuchungen ergaben einen nicht signifikanten Unterschied im
Adhasionsverhalten des S. aureus zwischen den beiden untersuchten Patientengruppen,
wobei berticksichtigt werden muss, dass dies ein in-vitro Ergebnis ist und nicht vollends
auf eine in-vivo Situation ilibertragen werden kann. Ein nicht signifikanter Unterschied
kénnte jedoch bedeuten, dass der ursiachliche Pathomechanismus nicht auf
unterschiedlichen bakteriellen Phdnotypen beruht, sondern auf Wirtsebene begriindet

ist.

Aufgrund dieser Uberlegungen fanden erste Versuche statt, in denen die
Einflussfaktoren der krankheitsspezifischen Epithelzellen und des Gewebes auf das
Adhasionsverhalten gepriift wurden, um die Bedeutung des Wirts fiir die bekannte

erhohte endonasale Besiedlungsrate mit S. aureus zu analysieren. Hierbei wurden
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primdre nasale Epithelzellen von Patienten mit GPA, sowie von Normalkontrollen
angeziichtet und nach Erreichen eines prakonfluenten Monolayers mit jeweils den

gleichen §. aureus -Stammen inkubiert.

Zusammenfassend ermoglichen die in vitro erzielten Resultate trotz der Tatsache diese
nicht vollends auf eine in vivo Situation tibertragen zu kénnen, ein besseres Verstiandnis
fiir die Komplexitat des Pathomechanismus der GPA. Dartliber hinaus ermdéglichen die
Ergebnisse neue Ansdtze und Perspektiven fiir weitere Untersuchungen. Dazu zdhlen
zum einen die Generierung transformierter nasaler Epithelzellen und zum anderen

vertiefende  Untersuchungen des  Mikrobioms der Patienten mit GPA.
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