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Meiner Familie



Phantasie ist wichtiger als Wissen,
denn Wissen ist begrenzt.

Albert Einstein
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1. Einleitung

1. Einleitung

Die chronische Rhinosinusitis (CRS) ist eine hiufig vorkommende Erkrankung die bei
5-15 % der Bevolkerung westlicher Industrienationen auftritt. Es handelt sich um eine
symptomatische Entziindung der Schleimhaut von Nase und Nasennebenhéhlen von mehr als
12 Wochen Dauer. Zwei bis fiinf Prozent der Bevilkerung leiden an CRS mit nasalen Polypen
(CRSNP), einer der zwei Unterformen der CRS. Nasenpolypen erscheinen als
traubendhnliche Strukturen in der Nasenhohle die aus lockerem Bindegewebe, 6dematdser
Schleimhaut (SH) und Entziindungszellen bestehen. Sie gehen vom ostiomeatalen Komplex
(Infundibulum ethmoidale) aus, einer funktionellen Einheit der Ostien der Kieferhdhle, der
Stirnhohle und der vorderen Ethmoidalzellen im Hiatus semilunaris. Dieser spielt eine
wichtige Rolle bei der Ventilation und Drainage der Nasennebenhdhlen (NNH). Haufiger ist
die CRS ohne Ausbildung von Nasenpolypen (CRSNP").

Bei der klinischen Untersuchung zeigt das endoskopische Bild Polypen oder entziindete,
O0dematds geschwollene Schleimhédute. Die Graduierung von Polypen erfolgt iiber die
endoskopische Untersuchung. Hierbei bewertet man die Polypen nach dem Punktesystem von
Malm®: Grad null bedeutet keine sichtbaren Polypen, Grad eins bedeutet Polypen, die nicht
iber die mittlere Nasenmuschel herausragen und nur mittels Endoskop sichtbar sind, Grad
zwei steht fiir Polypen, die iiber die mittlere Nasenmuschel herausragen und bereits bei der
Betrachtung mittels Nasenspekulum erkennbar sind. Polypen, die die gesamte Nasenhohle
ausfiillen, gehoren dem Grad drei an. In der Computertomographie der Nasennebenhoéhlen
(CT-NNH) werden Veridnderungen in Form von Verschattungen sichtbar, deren Ausdehnung
mit dem sogenannten Lund und Mackay Punktewert beurteilt wird. Beim modifizierten Lund
und Mackay Punktesystem wie es von Weschta und Mitarbeitern® beschrieben wurde,
werden fiinf anatomische Regionen je Nasenseite von null bis vier bepunktet. Ein Punktewert
von null bedeutet keinerlei Verschattung wihrend ein Punktewert von vier vollig verschattete

NNH mit keinerlei Luftgehalt bedeutet.

Fiir die Patienten stellt die CRS eine wesentliche Beeintrachtigung der Lebensqualitét dar, da
sie stindig unter Symptomen wie Druck im Gesicht, laufender Nase oder vermindertem
Geruchssinn leiden. Die direkten und indirekten Gesundheitskosten die durch die CRS
entstehen sind erheblich. So ergab eine Studie in den USA eine Summe von 5,8 Billionen
Dollar fiir die direkten Kosten, die sich aus Arztbesuchen und Behandlungskosten
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1. Einleitung

zusammensetzen. Hinzu kommen indirekte Kosten die durch die Abwesenheit am
Arbeitsplatz entstehen”. Die Standardtherapie der CRS besteht initial aus der Gabe eines
Breitspektrumantibiotikums (AB) sowie systemischen oder intranasalen Steroiden. Bei

Versagen der konservativen Therapie ist meist ein operativer Eingriff notwendig® .

Die Atiologie der CRS ist unbekannt’. Man geht davon aus, dass diese Erkrankung
multifaktoriell bedingt ist®. Neben einer genetischen Disposition werden insbesondere drei
atiologische Faktoren diskutiert: a) Systemische Wirtsfaktoren wie z.B. Allergie,
Immunstdrung oder mukoziliare Dysfunktion b) Lokal nasale Anomalien wie sehr hiufige
anatomische oder sehr seltene neoplastische Verdnderungen und c) Infektionen mit
Mikroorganismen und andere Umweltfaktoren, wie z.B. chemische Noxen oder
Medikamentenanwendung”. Die CRS ist hiufig mit weiteren Erkrankungen
vergesellschaftet. Dies gilt fiir die Atopie und die CRSNP". AuBlerdem treten Asthma und
Analgetikaintoleranzsyndrom gehéuft bei einer CRSNP* auf®. Pathophysiologisch ist die
CRSNP" eine Tyl dominierte Entziindung. In der entziindeten Schleimhaut findet man
mononukledre Zellen und neutrophile Granulozyten(l). Neben erhohten Interferon- (IFN) y
Werten spielen auch Interleukin (IL) -8 und IL-3 eine wichtige Rolle bei der CRSNP". IL-8 ist
chemotaktisch fiir neutrophile Granulozyten. IL-3 konnte in die lokalen Abwehr- und
Reparaturmechanismen der chronisch entziindeten Sinusmukosa eingebunden sein, da es
verschiedene Zellpopulationen unterstiitzt und indirekt zu Fibrose und dauerhafter
Mukosaverdickung fiihren kann'. Die CRSNP” ist eine T2 dominierte Entziindung, bei der
cosinophile Granulozyten zahlreich im Gewebe vorkommen'". Gewebe und Nasensekret bei
CRSNP" zeigen eine erhohte IL-5 Konzentration, das fiir Anlocken, Aktivierung und
Uberleben der eosinophilen Granulozyten wesentlich ist. Ebenso sind die Immunglobulin (Ig)
E- Konzentrationen erhoht und das eosinophile kationische Protein (ECP) tritt als Zellprodukt

eosinophiler Granulozyten in erhdhter Konzentration auf.

Es wird vermutet, dass Bakterien eine Rolle bei der CRS spielen, die Datenlage hierzu ist
jedoch inkonsistent'”. Brook untersuchte das Keimspektrum der verschiedenen NNH!'¥.
Als Proben dienten Aspirate aus den entziindeten Sinus, der Referenzmethode fiir die
Probengewinnung aus dem NNH-System. In diesen Studien fand er hiufig anaerobe Keime
wie Peptostreptococcus spp., Fusobacterium spp. oder Propionibacterium spp., sowohl in
Reinkultur als auch in Mischkultur mit aeroben Keimen. Dieses hdufige Vorkommen von

anaeroben Keimen in entziindeten NNH erkldrt sich Brook dadurch, dass die d6dematds



1. Einleitung

verdickte Schleimhaut die Ostien der NNH verschlieBt und somit die Ventilation und
Drainage der Nasennebenhohlen stort. Es kommt initial zu einer Vermehrung der aeroben
Keime, was zu einem erhohten Sauerstoff (O)-Verbrauch fithrt. Da der Sinus gleichzeitig
auch schlechter beliiftet wird, entstehen anaerobe Bedingungen und das Milieu wird
zunehmend sauer. Anaerobe Keime finden sekundir in diesem Milieu optimale
Wachstumsbedingungen und sind deswegen bei chronischen Verlaufsformen haufig
nachweisbar. Doyle und Mitarbeiter wiederum konnten bei der Untersuchung von
Biopsieproben aus dem Sinus ethmoidalis keine Anaerobier nachweisen'®. Von anderen
Autoren werden gramnegative Keime als mogliche Ursache der CRS angesehen, da sie diese
Keime gehduft bei CRS Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen nachweisen

konnten!! -2V

. Diese Autoren machen dafiir vorangegangene AB-Behandlungen mit dem
daraus resultierenden Selektionsdruck fiir gramnegative Keime, vorangegangene NNH-
Operationen mit unvollstindiger Entfernung dieser Bakterien, die Anwendung von
Verbandsmaterial oder eine temporir gestorte mukoziliare Funktion fiir die Besiedlung mit
gramnegativen Keimen verantwortlich. Sehr hdufig wurden in den einzelnen Studien auch
Koagulase-negative Staphylokokken wie Staphylococcus epidermidis (S.epi) isoliert! 20252,
Diese Erreger zdhlen zwar zur physiologischen Nasenflora, sind jedoch oft durch eine hohe

Resistenz gegeniiber Antibiotika gekennzeichnet!”.

Bisher wurde keine eindeutige Erkldrung fiir die unterschiedlichen Ergebnisse zwischen den
einzelnen Studien gefunden. Einerseits wird beschrieben, dass verschiedene
Probenentnahmestellen und —techniken hierzu beitragen konnten. Jiang und Mitarbeiter
untersuchten Proben aus dem mittleren Nasengang und der Siebbeinhdhle und konnten einen
signifikanten Unterschied im kulturellen Bakteriennachweis feststellen®. Nigro et al.*"
hingegen berichteten von keinem signifikanten Unterschied zwischen verschiedenen
Probenentnahmestellen oder verschiedenen Proben, wie Nasensekret- oder Biopsieproben.
Doyle und Mitarbeiter'” sehen geographische Variationen sowie Unterschiede in
soziodkonomischen Gruppen als mogliche Ursache fiir die Vielzahl unterschiedlicher
Ergebnisse. Ebenso konnten nicht beachtete Zahnerkrankungen FEinfluss auf das

Keimspektrum einzelner NNH haben. Jiang et al.*

weisen auf den moglichen Einfluss der
unterschiedlichen bakteriellen Besiedlung bei verschiedenen Individuen hin, die nicht
kontrollierte Einnahme von Antibiotika sowie den nicht einheitlichen Transport der Proben

und deren Weiterbearbeitung.
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Insbesondere sind Ursachen und Mechanismen der Entstehung von Nasenpolypen bei CRS
unbekannt und Gegenstand der aktuellen wissenschaftlichen Diskussion. Als eine mogliche
Ursache fiir die Ausbildung von Nasenpolypen wird eine Infektion oder Besiedelung mit
Staphylococcus aureus (Sa) angesehen"*>. Bei Staphylococcus aureus handelt es sich um
ubiquitdr vorkommende Bakterien, die die Haut und Schleimhéute von gesunden Menschen
und Tieren besiedeln®®. Von mehreren Autoren wurde beschrieben, dass Enterotoxine von Sa
gehduft bei CRSNP™ Patienten nachgewiesen werden konnten®”*® 7% Diese wirken oft als
Superantigene (SAG), was zu einer unspezifischen T-Zell Aktivierung fithren kann. SAG von
Sa konnen bei vorbestehender Disposition zu einer Akzentuierung einer T2 Polarisation mit
entsprechendem Zytokinprofil (IL-4, IL-5, IL-13) fithren und eine polyklonale IgE-
Produktion sowie eine eosinophile Entziindung bedingen®”. Dies erklirt die Attraktivitit von
Sa als Erkldrungsmodell fiir die Entstehung von Nasenpolypen, bei denen diese

pathophysiologischen Verinderungen typischerweise vorliegen®®.

Der Nachweis von Sa erfolgt in der Routinediagnostik durch kulturelle Anzucht auf
Blutplatten (CASO-Agar). Nach iiber-Nacht-Bebriitung wachsen Sa auf diesen Platten meist
als goldgelb pigmentierte, hémolysierende Kolonien, welche iiber einfache
Nachweisreaktionen wie die Bildung von Katalase sowie dem Nachweis von Protein A,
Kapselpolysacchariden und Clumping factor genauer differenziert werden. Im Grampréiparat
zeigen sich Sa als homogene, in Haufen liegende grampositive Kokken. Die hidufigste
Lokalisation, an der dieser Keim isoliert werden kann, ist der Nasenvorhof des Menschen. Im
Durchschnitt sind etwa 35 % der Gesamtbevolkerung mit Sa besiedelt. Dabei unterscheidet
man drei verschiedene Trégertypen: Persistierende Triager, die meistens nur einen Stamm von
Sa tragen (10-30 % der Bevolkerung), intermittierende Triger mit immer wechselnden
Staimmen (20-75 % der Bevolkerung) sowie 5-50 % der Bevolkerung, die nie Triager von Sa

werden. Es ist nicht bekannt, welche Faktoren diese Unterschiede im Trigertum bedingen®”.

Die Literaturangaben zur Hiufigkeit von Sa bei CRS-Patienten variieren erheblich®. Von
Bachert und Mitarbeitern wurde eine hohere Inzidenz von Sa bei CRSNP' Patienten im
Vergleich zu CRSNP” Patienten ermittelt®. Liu und Mitarbeiter®” fanden Sa in 94,7 % der
Biopsieproben von CRS Patienten mit Asthma in und bei CRS Patienten ohne Asthma in
32 % der Proben. Zhang und Mitarbeiter beschrieben das Vorkommen von Sa bei 63,6 % der
CRSNP" Patienten im Vergleich zu 27,3 % der CRSNP™ Patienten und 33,3 % der gesunden

(€2))

Kontrollen”’. Nadel und Mitarbeiter hingegen berichteten von keinem signifikanten
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1. Einleitung

Unterschieden in der Haufigkeit von Sa zwischen CRS Patienten und gesunden Kontrollen®”,

was von Damm und Mitarbeitern®® bestitigt wurde. Sie fanden keinen Zusammenhang
zwischen dem Nachweis von Sa und der Schwere der CRS.

Sa verursacht als extrazelluldres Pathogen in der Regel akute Infektionen und es ist unklar,
wie dieser Keim die Chronizitit der CRS erkliren konnte. In den vergangenen Jahren hat sich
in mehreren Studien gezeigt, dass dieser Keim in vitro auch intrazelluldr in nicht-
professionellen Phagozyten wie Endothel- und Epithelzellen, Fibroblasten, Osteoblasten und
Keratinozyten vorkommt™?. Intrazellulir kann Sa dem Endosom entweichen und sich dann
im Wirtszellzytoplasma vermehren®”. Abhingig von der Menge des von Sa gebildeten
Exotoxins kommt es nach Internalisierung zur Nekrose oder Apoptose der infizierten Zellen.
Eine mogliche Erkldrung wie Sa intrazelluldir ohne Zerstdrung der Wirtszelle liberdauert,
konnte die Ausbildung sogenannter Small Colony Varianten von Staphylococcus aureus
(SASCV) sein. Diese natiirlich vorkommende Form von Sa ist adaptiert an intrazelluldres
Uberleben und ruft hiufig persistierende Infektionen hervor. Sie besitzen atypische
morphologische und biochemische Eigenschaften, welche eine genaue Identifizierung als Sa
schwierig machen. Morphologisch zeigen sie durch verlangsamtes und vermindertes
Wachstum eine Koloniegrofe, die etwa einem Zehntel der Grof3e des normalen Sa entspricht
(siche Abbildung 1). Des Weiteren sind die Kolonien hiufig nur wenig pigmentiert und
zeigen verminderte Hdmolyse und Koagulaseaktivitit. Kommerzielle Nachweistests fiir Sa
wie z.B. der Nachweis von Katalase oder der Nachweis von Protein A, Clumping-Factor und
Kapselpolysacchariden im Slide-Test bzw. der Tube-Koagulase-Test fallen bei SASCV
héufig verzogert positiv oder negativ aus. Es ist deshalb denkbar, dass sich auf Grund dieser
Gegebenheiten SASCV dem Nachweis bei Patienten mit CRS bisher entzogen haben, weil die
tiblichen Bebriitungsbedingungen in mikrobiologischen Untersuchungslaboratorien den
Nachweis von SASCV nicht oder nur bedingt zulassen. In der Gramfirbung zeigen sich
SASCYV als pleomorphe Kokken, die grofer sind als der normale Phanotyp. Dieses Phdnomen
lasst sich durch eine unvollstindige Zellteilung erkliren®”. Die beste Methode fiir den
Nachweis ist die Kultur der Proben auf Columbia-Blutagar und Sa-ID-Agar. Winzige,
unpigmentierte Kolonien die nach 24 bis 78 h Wachstum auftreten sind verdéchtig fiir
SASCYV und erfordern eine weitere Differenzierung iiber Gram-Priparate, biochemische Tests
sowie ggf. den Nachweis des speziesspezifischen nuc- oder coa-Gens oder durch

Sequenzierung der 16S-rDNA®?.
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Abbildung 1 Sa normaler Phiinotyp im Vergleich zum SCV-Phinotyp

Sa-R normaler Phanotyp SCV-R
Die Abbildung zeigt eine liber-Nacht-Kultur von Sa-R mit dem normalen Phinotyp (linke Seite) und SCV-R

(rechte Seite) auf Columbia-Agar. Sa-R und SCV-R sind Patientenisolate eines zystische Fibrose-Patienten,

freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von B. Kahl, Universitit Miinster (Foto: Andrea Niederfiihr).

Man unterscheidet zwei Gruppen von SASCV: Zum einen solche mit Defekten im
Elektronentransport, welche einen Auxotrophismus fiir Menadion, Himin oder Thiamin
aufweisen, und zum anderen solche, die Defekte in der Thymidinbiosynthese aufweisen und
somit thymidinauxotroph sind. Durch den Auxotrophismus bei elektronentransportdefizienten
SASCV lassen sich einige der atypischen Eigenschaften erkldren: Durch Mangel an
Menadion, Hdmin oder Thiamin kommt es zu einem verminderten Elektronentransport in der
Atmungskette der Bakterien. Es wird zum einen vermindert ATP gebildet, was das langsame
und geringe Wachstum bedingt und zum anderen kommt es durch verminderte
Karotinoidsynthese zur verminderten Pigmentbildung. Auf Grund des verminderten
elektrochemischen Gradienten konnen Antibiotika (AB) wie die Aminoglykoside, die zur
Aufnahme in die Bakterienzelle einen solchen Gradienten bendtigen, schlechter
aufgenommen werden und verlieren so an Wirkung (siche Abbildung 2). Durch das
verlangsamte Wachstum ergibt sich auch eine verminderte Wirkung von zellwandaktiven AB

wie den B-Lactamantibiotika®>).
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Abbildung 2: Ubersicht iiber die Atmungskette von Bakterien

Elektrochemischer Empfindlichkeit
Gradient gegeniiber AB

NADH- e- . € | Fe-Schwefel- | ©- . & W
ATP > "
Dehydrogenase Flavoproteine Proteine Quinone Cytochrome groBe Kolonien

e-= Elektronen Fe= Eisen ATP= Adenosintriphosphat NADH= Nicotinamid-Adenin Dinucleotid

Bei der Atmungskette werden Elektronen zwischen Elektronendonoren und Elektronenakzeptoren weiter
gegeben. Hierbei wird ATP synthetisiert und es entsteht gleichzeitig ein elektrochemischer Gradient. Die

Energie in Form von ATP wird zur Carotinoidsynthese und zum Wachstum des Bakteriums bendtigt.

Thymidinauxotrophe SASCV treten vor allem bei Patienten nach Langzeitgabe von
Trimethoprim-Sulfamethoxazol (SXT) auf, z.B. bei Patienten mit zystischer Fibrose (CF).
Thymidin ist essentiell fiir die Synthese der DNA. Die thymidinabhingigen SASCV nehmen
extrazelluldres Thymidin auf, welches aus toten Zellen, die sich in den Sekreten von CF-
Patienten befinden, mit Hilfe einer bakteriellen DNase freigesetzt wird. Bei den
thymidinauxotrophen SASCV unterscheidet man zwei Koloniearten: die Nadelspitzen-Form,
welche durch eine winzige Koloniegrofle gekennzeichnet ist, sowie die Spiegelei-Form mit

durchsichtigen Réndern um ein kleines pigmentiertes Zentrum®”.

SASCV sind adaptiert an das intrazellulire Uberleben und kénnen so, geschiitzt vor dem
Immunsystem und den meisten Antibiotika, persistierende und rezidivierende Infektionen
hervorrufen. Die Aufnahme in die Wirtszellen erfolgt iiber Fibronektinbindungsproteine
(FnBP), welche bei dem SCV-Phédnotyp vermehrt exprimiert werden. Das intrazelluldre
Persistieren wird dadurch begiinstigt, dass bei SASCV die Bildung von a-Toxin und
Toxischer Schock- Syndrom Toxin vermindert ist®>”. AuBerdem stellten Schréder und
Mitarbeiter fest, dass einige SASCV Stimme in Phagosomen iiberleben konnten®®. SASCV
sind hiufig instabil und koénnen sich in den normalen Phinotyp zuriick wandeln, wenn die
Immunantwort des Wirtes abgeklungen ist oder wenn die Antibiotikatherapie beendet
wurde®”.

Besonders haufig findet man SASCV bei Patienten mit zystischer Fibrose und Osteomyelitis.
Es wurden auch schon einzelne Fille von SASCV-Infektionen bei Implantaten wie

3 berichtet und bei einem Patienten mit Hirnabszess®”. Ein
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Zusammenhang zwischen dem Auftreten von SASCV und der Gabe von Antibiotika konnte
bisher nicht festgestellt werden, da SASCV zwar hdufig bei Patienten die AB erhalten haben
auftraten, aber andererseits auch bei Patienten die sich keiner AB-Therapie unterzogen hatten.
Clement und Mitarbeiter®” beschrieben das intrazellulire Vorkommen von Sa bei Patienten
mit rezidivierender Rhinosinusitis. Sie diagnostizierten die intrazellulire Lokalisation mittels
inverser konfokaler Laser-Fluoreszenzmikroskopie und Elektronenmikroskopie in
intranasalen Biopsie-proben. Plouin-Gaudon et al.“” untersuchten ebenfalls die Privalenz von
intrazellulirem Sa in der Nasenschleimhaut von CRS-Patienten und fanden intrazellulér
vorkommende Sa mittels Elektronen- und Fluoreszenzmikroskopie. Beide Autoren ziehen als
eine mogliche Erkldrung fiir die intrazelluldre Persistenz von Sa die Ausbildung von Small
Colony Varianten in Betracht. Mdglicherweise werden intrazelluldre Sa aber auch durch
Antibiotika induziert®. Ein Nachweis der Small Colony Variante von Sa bei der chronischen

Rhinosinusitis wurde bisher noch nicht in der Literatur beschrieben.

Insgesamt ist die gegenwértige Datenlage zur Bedeutung von Mikroorganismen bei der CRS
nach wie vor uniibersichtlich. Die mdgliche Bedeutung aktueller Forschungsentwicklungen
tiber die Rolle von Sa und SASCYV ist aufgrund der sparlichen Datenlage nicht abzuschitzen.
Es ist auch unklar, ob und welche pathophysiologischen Verdnderungen speziell durch Sa bei
der CRS und insbesondere bei Zellen des Immunsystems und der Atemwege induziert
werden. Es sollte deswegen versucht werden, die Datenlage zu diesen offenen Fragen zu

erginzen.

Im Einzelnen wurden mit dieser Arbeit folgende Ziele verfolgt:

1. Das aerobe und anaerobe Keimspektrum der Nasenhohle von CRS Patienten sollte
untersucht werden und mit dem Keimspektrum von Kontrollpatienten ohne CRS verglichen
werden.

2. Die Priivalenz von Sa und SASCV bei Patienten mit CRSNP" und CRSNP™ im Vergleich zu
gesunden  Kontrollen  sollte  untersucht  werden.  Hierzu  sollten  optimale
Bebriitungsbedingungen fiir SASCV angewandt und weitere Nachweismethoden wie Real-
time PCR an Schleimhautbiopsien sowie Fluoreszenz in situ Hybridisierung an
Paraffingewebsschnitten durchgefiihrt werden. Mit diesen zusétzlichen Methoden sollte zum

einen die Sensitivitdt fiir den Nachweis von Sa und SASCV gesteigert werden, zum anderen
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sollte liberpriift werden, ob moderne molekularbiologische Verfahren einen sensitiveren und
schnelleren Nachweis dieser Keime ermoglichen.

3. Auswirkungen des Sa und SASCV-Nachweises auf nasale immunologische Parameter
sollten erfasst werden. Hierzu sollte das nasale Zytokinmuster erhoben werden und explorativ
mdgliche Unterschiede der Genexpression bei CRSNP" Patienten mit Sa-Nachweis und mit
SASCV-Nachweis untersucht werden.

4. Wie eine Infektion mit Sa bzw. SASCV zelluldre Reaktionen auf Proteinebene beeinflusst
und ob Unterschiede zwischen Sa und SACYV in der induzierten Zellantwort bestehen, wurde
zusitzlich an humanen monozytiren MonoMac-6 Zellen (MM6) und an humanen Atemwegs-

epithelzellen der Zelllinie BEAS-2B (B2B) untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialliste

Verbrauchsmaterialien

Ampuwa®

Anaer indicator

BD Falcon™ Probenbecher 110 ml
Biosphere® Filter Tips 100 pl,
1000 pl

Chirurgische Einmalskalpelle

Dulbecco’s PBS 1x without
Ca&Mg

Falcon® Blue Max™, 50 ml
Falcon® Blue Max™ Jr. 15 ml
GenBox anaer

Impfschlingen blau 10 pl
Impfschlingen weiss 1 pl

Isotone Natriumchloridlosung 0,9%
Menzel-Gléaser®, geschnitten,
Mattrand

Mikropistillen

Objekttrager, Kanten geschnitten
ohne Mattrand

Petrischale

Pipette Pasteur Grad., steril
Safe-Lock Tubes 1,5 ml

Simport (Aufbewahrung Cryotube)
VIABANK

Fresenius Kabi
Deutschland GmbH
bioMérieux

Becton Dickinson Labware

Fa. Sarstedt

BRAUN Aesculap
AG&CoKG
PAA Laboratories GmbH

Becton Dickinson Labware
Becton Dickinson Labware
bioM¢érieux

Fa. Sarstedt

Fa. Sarstedt

Braun

Menzel GmbH+CoKG

Eppendorf AG

Paul Marienfeld
GmbH+CoKG

Fa. Sarstedt

VWR International GmbH
Eppendorf AG

MAST Diagnostika

Abtek Biologicals Ltd
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Bad Homburg,
Deutschland

Niirtingen, Deutschland
Meylan Cedex, Frankreich
Niirnbrecht, Deutschland

Tuttlingen, Deutschland

Pasching, Osterreich

Meylan Cedex, Frankreich
Meylan Cedex, Frankreich
Niirtingen, Deutschland
Niirnbrecht, Deutschland
Niirnbrecht, Deutschland
Melsungen, Deutschland
Braunschweig,
Deutschland

Hamburg, Deutschland
Lauda-Konigshofen,
Deutschland

Niirnbrecht, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Reinfeld, Deutschland
Liverpool, England
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Gerate und Software

Aerospray 7320

Anaerobiertopf 2,5 1

Biocap' "RNA/DNA
Eppendorf Zentrifuge 5417
Eppendorf Thermomixer 5436
GenePix 4000 B

Gene Pix pro 4.1™ Software
Heraeus Brutschrank BBD 6220
Heraeus (Kendro) Function Line
Herasafe HSP 12

Hybaid Mini 10
Hybridisierungskammer

IKA® RET basic

Kivetten 10x4x45 mm

LightCycler® 2nd generation

LightCycler Software Version 5.32

Megafuge 1.0 R

Mikroskop BX 40

Multi-well Filter Plate Vacuum
Manifold

Neubauer Zahlkammer
Pharmacia LKB Ultrospec III
Pipetboy plus

Pipetten

SmartSpec' 3000 Photometer
Tb1 Thermoblock

Thermocycler

Ultraschallbad Sonorex RK100H
UV-Lampe 4W, 366nm
Varifuge 3.0 R

Vortex-Genie 2™

Wescor

Merck

VWR International GmbH
Eppendorf AG
Eppendorf AG

Axon Instruments

Axon Instruments
Heraeus Holding
Heraeus Holding
Heraeus Holding
MWG-Biotech

Operon

IKA® Werke GmbH und
CoKG

Fa. Sarstedt

Roche Diagnostics
Roche Diagnostics
Heraeus Holding

Fa. Olympus

Pall GmbH

Brand

Pharmacia LKB Biochrom
Technomara Integra
Biosciences
Eppendorf AG
Bio-Rad

Biometra

Biometra

Fa. Bandelin

Merck

Heraeus Holding

Scientific Industries
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Logan, USA
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Foster City, USA
Foster City, USA
Hanau, Deutschland
Hanau, Deutschland
Hanau, Deutschland
Ebersberg, Miinchen
Koln, Deutschland
Staufen, Deutschland

Niirnbrecht, Deutschland
Mannheim, Deutschland
Mannheim Deutschland
Hanau, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Dreieich, Deutschland

Wertheim, Deutschland
Cambridge, England

Wallisellen, Schweiz

Hamburg, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Berlin, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Hanau, Deutschland

New York, USA
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Zeiss Axioplan II Zeiss Gottingen, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop

Bakterienkultur

Néhrboden

CASO-Blutagar Tryptic Soy BAP Heipha Dr.Miiller GmbH Eppelheim, Deutschland
Columbia Blutagar Heipha Dr.Miiller GmbH Eppelheim, Deutschland
Enterokokkenplatte Heipha Dr.Miiller GmbH Eppelheim, Deutschland
MacConkey Agar Heipha Dr.Miiller GmbH Eppelheim, Deutschland
Mueller-Hinton-Agar Heipha Dr.Miiller GmbH Eppelheim, Deutschland
SAID S.aureus ID Agar bioM¢érieux Niirtingen, Deutschland

Schaedler Blutagar Heipha Dr.Miiller GmbH Eppelheim, Deutschland
Schédler KV Agar + Lysed horse Heipha Dr.Miiller GmbH Eppelheim, Deutschland
blood + Haemin + Vit. K

Schokoladenagar mit Isovita. und Heipha Dr.Miiller GmbH Eppelheim, Deutschland
Bacitracin

SGC2-Agar bioMérieux Niirtingen, Deutschland

Differenzierungsreagenzien

Api 20 A bioMérieux Niirtingen, Deutschland

Api 20 E bioMérieux Niirtingen, Deutschland

Api 20 NE bioMérieux Niirtingen, Deutschland

Api Coryne bioM¢érieux Niirtingen, Deutschland

Api ID 32 Staph bioM¢érieux Niirtingen, Deutschland

BBL® DrySlide™ Oxidase Testkit

Katalase-Reagenz

Opotchin-Scheiben

Pastorex® Staph-Plus

Rapid ID 32A

Streptex

SV78 Plasma Coagulase (EDTA)
(Tube-Koagulase)

Krackeler Scientific, Inc.

Eigene Herstellung

Oxoid Limited
Bio-Rad
bioMérieux
Remel Europe

Mast Diagnostika GmbH
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New York, USA
30%iges Perhydrol 1:10
verdiinnt in sterilem A.d.
Hampshire, England
Miinchen, Deutschland
Niirtingen, Deutschland
Dartford Kent, England
Reinfeld, Deutschland
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PCR

Ethanol absolut puriss.

Riedel-de-Haen

Seelze Deutschland

LightCycler® Capillaries (20pul) Roche Diagnostics GmbH = Mannheim, Deutschland
LightCycler® Centrifuge Adapters  Roche Diagnostics GmbH  Mannheim, Deutschland
LightCycler®FastStart DNA Roche Diagnostics GmbH  Mannheim, Deutschland
Master” “*HybProbe
Lysozym Roche Diagnostics GmbH = Mannheim, Deutschland
Mutanolysin from Streptomyces Sigma-Aldrich Chemie Steinheim, Deutschland
globisporus ATCC 21553 GmbH
Primer Sa442-F, Sa442-R, TibMolBiol Berlin, Deutschland
nuc274F, nuc274R
QIAamp® DNA Mini Kit Qiagen Hilden, Deutschland
Sonden Sa442-HP-1, Sa442-HP-2,  TibMolBiol Berlin Deutschland
nuc274FL, nuc 274705
Bakterien
Sa ATCC 29213 Normaler Phénotyp Positivkontrolle PCR,
Amme fiir Himophilus,
z.T. Zellversuche
Sa RN6390 Normaler Phinotyp Zellversuche
Sa-R Normaler Phénotyp, Zellversuche
Elternstamm zu SCV-R,
Patientenisolat Miinster
SCV-1 SCV-Phinotyp Isolat eines CF-Patienten
41)
SCV-R SCV-Phénotyp, Zellversuche,
Patientenisolat Miinster Positivkontrolle FISH
S.epi ATCC 12228 Negativkontrolle FISH,
Zellversuche

Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Deckgliser
0,5M EDTA
Ethanol 99,8%

Thermo Life Sciences

Applichem

13

Dreieich, Deutschland
Darmstadt, Deutschland



2. Material und Methoden

EUB DNA Sonde“?

Formamid zur Analyse

Gene Frame®

Methanol

5M NaCl

Proteinase K from Tritirachium
album

Sa-DNA Sonde

S. aureus PNA FISH™

Thermo Life Sciences
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Thermo Life Sciences
Fluka

Applichem
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Thermo Life Sciences

AdvanDx

Dreieich, Deutschland

Steinheim, Deutschland

Dreieich, Deutschland
Buchs, Schweiz
Darmstadt, Deutschland

Steinheim, Deutschland

Dreieich, Deutschland
Woburn, USA

Sodium Dodecyl Sulfat for Sigma-Aldrich Chemie Steinheim, Deutschland

microbiology 10% GmbH

SuperFrost® Plus Menzel GmbH&CoKg Braunschweig,
Deutschland

VECTASHIELD® Mounting Vector Laboratories Burlingame, USA

Medium with DAPI

Verschlussfolie Parafilm® M, VWR International GmbH  Darmstadt, Deutschland

Brand

Tris HCI1 Fa. Usb Bad Homburg,
Deutschland

Xylene J.T. Baker Deventer, Holland

Zellkultur

Acrodisc® Syringe Filters with Pall Gelman Laboratory Dreieich, Deutschland

Supor® Membrane

BBL"™Brain Heart Infusion Becton Dickinson GmbH Heidelberg Deutschland

BD Plastipak™ Sterile Syringe Iml  Becton Dickinson GmbH Heidelberg, Deutschland

Cell Scraper

Costar® Stripette 25ml, 10ml, Sml
CryoTube™ Vials

Dimethyl Sulphoxide
Biotechnology performance

certified (DMSO)

Nunc™Brand Products
Corning Incorporated
Nunc™Brand Products
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

14

Naperville, USA
New York, USA
Naperville, USA

Steinheim, Deutschland
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DMEM/Ham's F12 without L-
Glutamine

Foetal Bovine Serum
Gentamycin 50 mg/ml
Glasschrott 3 mm

Insulin Solution from bovine
pancreas cell culture tested, sterile
filtered (10 mg/ml Insulin in 25
mM HEPES)

L-Glutamine (200 mM) LE
Lystostaphin aseptically filled

2-Mercaptoethanol

Penicillin/Streptomycin (10000 E/
10000 pg/ml)

QIAshredder™ (50)

RNeasy® MiniKit

RPMI, 1640 1x, -L-Glutamine
RPMI 1640 AA Mix (50x)
Sodium dodecyl sulfate

Sodium Pyruvate (100 mM)

Sterican 27G
Triton X-100

TrypanBlue Solution (0,4 %)

Trypsin/EDTA Solution 0,05 % /

0,02 % (w/v) in PBS
Tryptone Soya Broth

PAA Laboratories

PAA Laboratories
Gibco Invitrogen

Fa. Scherf
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Biochrom AG
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Biochrom AG

Qiagen

Qiagen

Gibco Invitrogen
PromoCell®
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Braun Melsungen AG
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Biochrom AG

Fa. Oxoid

Pasching, Osterreich
Pasching, Osterreich
Karlsruhe, Deutschland

Deutschland

Steinheim, Deutschland

Berlin, Deutschland

Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Berlin, Detuschland
Hilden, Deutschland
Hilden, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Steinheim, Deutschland

Steinheim, Deutschland

Melsungen, Deutschland

Steinheim, Deutschland

Steinheim, Deutschland

Berlin, Deutschland

Wesel, Deutschland

6-Well Platten
Zellkulturflaschen 25¢m?, 80cm?

Nunclon™Brand Products  Roskilde, Danemark

Nunclon™Brand Products  Roskilde, Danemark
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FACS-Untersuchungen

BD FACSFlow ™™

BD FACScan Flow Zytometer
Calibrite Beads

human Ty1/Ty2 11plex flow
cytometry kit

Quantikine® Immunoassay-Kit

Sample acquisition tubes

Becton Dickinson
Becton Dickinson
Becton Dickinson

Bender MedSystems

R&D Systems

Becton Dickinson

Heidelberg, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Heidelberg, Deutschland

Wien, Osterreich

Wiesbaden, Deutschland
Heidelberg, Deutschland

UniCAP 100 Fluoreszenz Enzym-  Phadia Freiburg, Deutschland
Immunoassays

Microarray- Untersuchungen

3DNA Array 350 Kit™ Genisphere Hatfield USA

Bovines Serumalbumin Ambion Texas, USA

Fast Prep FP 120 MP Biomedicals Eschwege, Deutschland

LifterSlip

Lysing Matrix D tubes
Millipore Microcon YM-30
Centrifugal Filter Devices ™
Oligonukleotide

Reverse Transkriptase Superscript-
2

RNAlater®

RNeasy ™ Mini-Kit

Sodium Chloride Sodium Citric
Acid (SSCO)

Sodium Dodecyl Sulphat (SDS)
Ultra Gaps II Objekttriager

Eric Scientific Company
QBIOgene
Millipore

Operon Biotechnologies

Invitrogen

Ambion

Qiagen
Fluka

Fluka

Corning

Portsmouth, USA
Heidelberg, Deutschland
Billerica, USA

Koln, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Texas, USA
Hilden, Deutschland

Buchs, Schweiz

Buchs, Schweiz

Schiphol-Rijk, Holland

2.2 Zusammensetzung selbst hergestellter Medien

Porphyrinreagenz:

167,6 mg Delta-Aminolévulinsdure-HCI

48,16 mg Magnesiumsulfat
284,24 ml Phosphatpuffer

pH 6,9
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MIO-Rohrchen:

Urease-Rohrchen:

Kiligler-Rohrchen:

Citrat-Rohrchen:

Vogues-Proskauer- Rohrchen :

o-Naphthol-Losung, 5 %:

KOH-Losung, 40 %:

31 g MIO Medium (3 g Bacto Yeast Extract,
10 g Bacto Peptone, 10 g Bacto

Tryptone, 5 g Bacto L-Ornithin
Hydrochloride, 1 g Bacto Dextrose,

2 g Bacto Agar, 0,02 g Bacto Brom Cresol
Purple)

1 I Aqua demin.

Kovacs-Reagenz

pH=6,5+0,2

11,25 g Agar Nrl neutral Oxoid L11

75 g Urea Agar base Losung (29 g Urea Agar
base + 100 ml Aqua demin)

675 ml Aqua demin.

pH=6,8 +0,1

55 g Kligler-Eisen-Agar

1 I Aqua demin.

pH=7,4+0,2

24,2 ¢ Simmons citrate agar

1 1 Aqua demin.

pH:6,8+0,2

15 g MRVP-Medium

1 1 Aqua demin.

pH:7,5+0,1

5 g a-Naphthol in 100 ml absolutem Athanol
16sen

40 g KOH-Plétzchen in 100 ml Aqua demin

Zusammensetzung der Puffer fiir die FISH mit DNA-Sonden

Hybridisierungspuffer

Waschpuffer

18 ml 5M NacCl
2 ml IM Tris HCI
30 ml Formamid
50 ml Aqua bidest
0,1 ml 10 % SDS

20,4 ml 5M NacCl
10 ml 0,5 M EDTA
20 ml 1M TrisHCL

1 ml 10 % SDS
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2.3 Patientenrekrutierung

Alle Patienten, die sich zwischen Mai 2006 und Mai 2007 in der Klinik fiir Hals-, Nasen-,
Ohrenheilkunde der Universitétsklinik Ulm wegen nasaler Beschwerden vorstellten, wurden
konsekutiv lberpriift, ob sie in diese Untersuchung eingeschlossen werden konnten.
Eingeschlossen wurden Patienten mit CRS zwischen 18 und 70 Jahren. Die Diagnose CRS
erfolgte nach den Kriterien der Europdischen Akademie fiir Allergie und klinische
Immunologie"”: Entziindung der Schleimhaut von Nase und Nasennebenhdhlen mit einer
Erkrankungsdauer von mehr als 12 Wochen, klinische Symptome wie nasale Obstruktion,
Hypersekretion, Mittelgesichtsdruck oder Hyposmie sowie gleichzeitig entweder
endoskopische Befunde wie Polypen oder mukopurulente Sekrete im mittleren Nasengang
oder entziindungstypische CT-Verdnderungen in Form von Verschattungen der NNH.
Patienten mit CRS mussten fiir den Studieneinschluss eine modifizierte Lund und Mackay
CT-Punktzahl von mindestens 15 aufweisen®. Patienten mit bilateralen nasalen Polypen und
einem Malm-Punketwert® von mindestens drei wurden als CRSNP" Patienten klassifiziert.
Patienten mit einem Malm-Score von null (endoskopisch keine sichtbaren Polypen) wurden
als CRSNP" gruppiert. CRS Patienten, die eine Malm-Punktezahl von eins oder zwei
aufwiesen, wurden nicht eingeschlossen, da bei ihnen der CRS-Subtyp nicht eindeutig
festgelegt werden konnte. Zu einem Ausschluss der Patienten fiihrte eine Behandlung mit
Antibiotika innerhalb der letzten vier Wochen, akute Exazerbation der Symptome,
vorangegangene Immuntherapie oder Aspirin-Desensibilisierung, zystische Fibrose oder
einseitige NNH-Erkrankungen. Schwangere und stillende Frauen wurden ebenfalls
ausgeschlossen.

Als zusitzliche Parameter wurden unter anderem der Atopiestatus ermittelt, welcher durch
einen positiven Haut-Prick-Test auf hdufige Inhalationsallergene nachgewiesen wurde,
anamnestisch ermittelte oder klinisch diagnostizierte Analgetika-Intoleranz  sowie
Bronchialasthma. Als Kontrollpatienten wurden Patienten mit Strukturanomalien der Nase
ohne anamnestischen oder klinischen Hinweis auf Nasennebenhdhlenentziindung
eingeschlossen. Die Studie wurde genehmigt von der Ethikkommission der Universitidt Ulm

(Nr. 243/2005).

2.4 Probengewinnung

Als Probenmaterial dienten eine nasale Lavage (Nasenspiilprobe) und Nasenschleimhaut-
biopsien aus dem vorderen Ethmoid (CRS Patienten) bzw. von der unteren Nasenmuschel in
der Néhe des mittleren Nasenganges (Kontrollpatienten). Die nasale Lavage wurde

18
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préoperativ entnommen. Zur Entnahme wurde der Patient aufgefordert, seinen Kopf um 45°
zuriickzubeugen. Um ein AbflieBen der Spiilfliissigkeit zu vermeiden, wurde der Patient
aufgefordert den Rachen mit dem Gaumensegel durch bilden von K-Lauten zu schlieBen. Jede
Nasenseite wurde mit jeweils 5 ml isotonischer Kochsalzlosung gespiilt. Nach zehn Sekunden
wurde die Spiilfliissigkeit in einem sterilem Plastikgefd$ aufgefangen®. Direkt nach der
Probenentnahme wurde die nasale Lavage bei +4° C gekiihlt. Ein Teil der nasalen Lavage
wurde bakteriologisch untersucht, der andere Teil wurde fiir die spétere Bestimmung nasaler
Biomarker bei -20° C eingefroren. Die Biopsieproben wurden nach vorangegangener
Desinfektion der Nasenhohle mittels FEthanol intraoperativ gewonnen, in sterile
physiologische Kochsalzlosung (NaCl) {iberfiihrt und gekiihlt. Die mikrobiologische
Weiterverarbeitung der Proben erfolgte innerhalb von vier Stunden nach der Probenentnahme.
Sofern ausreichend Gewebe gewonnen werden konnte, wurde zusétzlich ein im Durchmesser

5 mm groBles Gewebsstiick in RN Alater® iiberfiihrt und bei -80° C aufbewahrt.

2.5 Bakterienkultur

2.5.1 Spikingkontrolle zum Nachweis von SASCV

Um sicherzustellen, dass die gewdhlten Versuchsbedingungen geeignet waren, SASCV in
Biopsieproben nachzuweisen, wurde eine Spikingkontrolle durchgefiihrt. Hierzu wurde
Polypengewebe eines nicht in die Studie eingeschlossenen CRSNP' Patienten in acht
erbsengrofle (etwa 5x5x5 mm) Stiicke zerkleinert und in NaCl gegeben. Fiir die Infektion
wurde der SASCV Stamm SCV-R (Patientenisolat eines CF-Patienten, zur Verfligung gestellt
von B. Kahl, Universitatsklinikum Miinster) verwendet. Aus einer iiber-Nacht-Kultur in BHI
Bouillon wurde eine Stockldsung mit 10° KBE hergestellt. Diese wurde seriell bis zu einer
Verdiinnung von 107 in 0,9 % NaCl verdiinnt und anschlieBend das Gewebe mit den
Verdiinnungen ab der Verdiinnung 107 infiziert. Es folgte eine Inkubation fiir 2 Stunden bei
36° C, 5 % CO,. Die Verdiinnungen wurden ebenso fiir 2 h bebriitet. Als Negativkontrolle
wurde NaCl verwendet. Um die Bakterienzahl in den Verdiinnungen vor und nach der
Inkubationszeit zu bestimmen, wurden von den Verdiinnungen jeweils 100 pl vor sowie 100
ul nach der zweistiindigen Bebriitungszeit auf Columbia-Agar ausplattiert. Die
Gewebesuspension wurde nach der Bebriitungszeit bei 6800 x g zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und im Doppelansatz auf Columbia-Agar ausplattiert. Es folgte ein einmaliges
Waschen des Gewebes mit NaCl. AnschlieBend wurden 400 pl NaCl zu dem Gewebe
gegeben und dieses mechanisch mit Hilfe einer Mikropistille zerkleinert. AnschlieBend

wurden je 200 pl der Suspension auf einem Columbia Agar mittels Drei-Osen-Ausstrich
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aufgetragen. Die Nahrboden wurden iiber Nacht bei 36° C, 5 % CO, inkubiert und am

ndchsten Tag wurden die KBE bestimmt.

2.5.2 Bakterienkultur aus Biopsieproben

Das Gewebe wurde zundchst mittels Einmalskalpell in einer Petrischale in zwei erbsengrof3e
Stiicke zerschnitten. Beide ca. 5x5x5 mm groen Gewebsstiicke wurde jeweils in ein
Eppendorfreagenzgefdl mit NaCl {berfiihrt und mittels einer Mikropistille mechanisch
zerkleinert um mogliche intrazelluldre Keime freizusetzen und um eine gleichméBig auf alle
Nahrboden verteilbare Gewebssuspension zu erhalten. Eine der beiden Gewebssuspensionen
wurde bei 4° C gekiihlt und fiir die DNA-Isolierung fiir die PCR verwendet. Die zweite
Gewebssuspension wurde mit einer Pasteurpipette aufgenommen und jeweils ein Tropfen
davon auf die unten beschriebenen Nahrboden aufgetragen (siehe Tabelle 1). Anschliefend
wurde ein Drei-Osen-Ausstrich durchgefiihrt. Biopsieproben der linken und rechten

Nasenseite wurden getrennt kultiviert. Die Beurteilung der Platten fand téglich statt.

Tabelle 1: Nihrboden und Bebriitungsbedingungen

Nihrboden Bebriitungsdauer Bebriitungsbedingungen
Columbia Blutagar 5 Tage 37°C, 5 % CO,
Schéidler Blutagar 5 Tage 37°C, 5 % CO,
SAID-Agar 5 Tage 37° C, Raumluft
Schéadler Blutagar 5 Tage 37° C, anaerob
Schidler KV-Agar 2 Tage 37° C, anaerob
Kochblutagar 2 Tage 37°C, 5% CO;,
MacConkey-Agar 1 Tag 37° C, Raumluft

2.5.3 Bakterienkultur aus der nasalen Lavage

Die nasale Lavage wurde semiquantitativ auf verschiedenen Nahrboden angelegt (sh. Tabelle
1 mit Ausnahme von Schéddler KV-Agar). Hierzu wurden je Platte auf der einen Hilfte 10 ul
der unverdiinnten Lavage und auf der anderen Hilfte 10 pl einer 1:100 Verdiinnung der
Lavage in NaCl mittels Einmalose aufgetragen. Auf den Columbia-Agar wurde auf beide

Hilften jeweils ein Optochinpléttchen zur Abgrenzung von Pneumokokken gelegt.

2.5.4 Identifizierung der Bakterienspezies

Zur Identifizierung von Staphylococcus aureus dienten mehrere Verfahren. Mit der Katalase-
Reaktion gelingt die Unterscheidung von Staphylokokken (bilden Katalase) und
Streptokokken sowie Enterokokken (bei beiden keine Katalasebildung). Hierzu wurden eine
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bis zwei Kolonien der verdidchtigen Keime auf einen Objekttrager gestrichen und ein Tropfen
Katalasereagenz aufgetropft. Schaumbildung wurde als positiv gewertet. Mit dem Pastorex®-
StaphPlus-Test werden Sa-spezifische Antigene wie Clumping factor, Protein A und
Kapselpolysaccharide nachgewiesen. Dieser Test wurde nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Die Rohrchen-Koagulase dient dem Nachweis der von Sa gebildeten
Koagulase. Das Reagenz wurde nach Herstellerangaben suspendiert. Die Durchfiihrung und

Auswertung des Tests wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Mittels Gram-Préparat konnen grampositive von gramnegativen Keimen unterschieden
werden, sowie die Form und Grof3e der Bakterien beurteilt werden. Drei bis vier Kolonien der
Bakterien wurden in einem Tropfen Phenol-NaCl auf einem Objekttrager aufgetragen,
hitzefixiert und anschlieBend mit einem Farbeautomaten geférbt. Die Préparate wurden bei
1000-facher Vergroferung beurteilt.

Die Differenzierung von SASCV erfolgte in mehreren Schritten. Verdéchtig fir SASCV sind
alle winzigen, nicht hdmolysierenden und nicht pigmentierten Kolonien, die nach 24-78 h
wachsen. Von derartigen Kolonien wurde eine Subkultur auf Columbia-Blutagar angelegt um
eine Reinkultur zu erhalten. Am néchsten Tag wurden Gram-Préparate angefertigt, sowie die
Keime auf Katalase getestet und der Pastorex®StaphPlus-Test durchgefiihrt. Bei
grampositiven Kokken im Gram-Pridparat und nicht eindeutigem Pastorex®StaphPlus-Test
wurde der Rohrchen-Koagulase Test durchgefiihrt und das Ergebnis nach vier und nach 24 h
abgelesen. Bei erneut zweifelhaftem Ergebnis wurde der Api ID 32 Staph durchgefiihrt.

Die Differenzierung von Hamophilus spp. erfolgte bei Keimen, die verddchtig fiir
Hamophilus spp. waren. Es wurde auf einem CASO-Blutagar das Ammenphdnomen mit Sa
ATCC 29213 untersucht. Zusitzlich wurde fiir die Differenzierung zwischen H. influenzae
und H. parainfluenzae ein Porphyrintest durchgefiihrt, bei dem einige Kolonien einer frischen
Subkultur in das Porphyrinreagenz eingerieben wurden und anschlieend {iber Nacht bebriitet
wurden. Am ndchsten Tag wurde mittels einer UV-Lampe die Fluoreszenz untersucht: Eine
weille Farbung der Suspension sprach fiir H. influenzae, eine rosa Farbung fiir H.
parainfluenzae.

Die Differenzierung gramnegativer Keime erfolgte mittels Bunter Reihe: Es wurde zunichst
eine Bakteriensuspension in NaCl mit einem MacFahrland von 0,5 eingestellt. Aus dieser
Bakteriensuspension wurden je Rohrchen 1 pl der Bakteriensuspension mittels Einmalose

entnommen. Im Kligler-Rohrchen werden die Glukose- und Laktose-Verwertung sowie die
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H,S-Bildung beurteilt. Die Impfose wurde von unten nach oben zick-zack-formig auf der
Oberfldche des Schrigagars ausgestrichen und danach bis zum Boden des R6hrchens einmal
senkrecht eingestochen und wieder herausgezogen. Im Citrat-Réhrchen wird die Citrat-
Verwertung, im Urease-Rohrchen der Harnstoffabbau und im MIO-Rohrchen die Motilitét,
Indolbildung und der Ornithinabbau beurteilt. Die Impfose wurde von unten nach oben zick-
zack-formig auf der Oberfliche des Schrigagars ausgestrichen. Zur Auswertung der
Indolbildung im MIO-R6hrchen wurden einige Tropfen Kovacs Reagenz zugegeben.

Mit dem Vogues Proskauer-Rohrchen wird die Acetoinbildung  untersucht. Die
Bakteriensuspension wurde in die Bouillon eingerieben. Nach {iber-Nacht-Bebriitung wurden

zur Bouillon 3 ml 5 % a-Naphthol-Lésung und 1 ml 40 % KOH-L&sung zugegeben.

Zuséatzlich erfolgte eine Differenzierung mittels kommerzieller biochemischer Tests: Es
wurden folgende Api-Testsysteme eingesetzt: Api Coryne, Rapid ID 32A, Api 20 A, Api 20
NE, Api 20 E, Api ID 32 Staph. Diese Tests wurden nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
Zur Differenzierung von p-hdmolysierenden Streptokokken wurde der Test Streptex zur

Gruppenbestimmung der Streptokokken nach Angaben des Herstellers verwendet.

2.6 Sa-spezifische Real-time PCR

Bevor die Real-time PCR durchgefiihrt werden konnte, musste aus den zu untersuchenden
Biopsieproben DNA isoliert werden. Hierzu wurde das bereits mechanisch zerkleinerte, bei
4° C in NaCl gelagerte Biopsiestiick verwendet. Die DNA-Isolierung wurde innerhalb von
zwei Tagen nach der Probenentnahme durchgefiihrt. Die Gewebesuspension wurde bei
6800 x g fiir 30 sek zentrifugiert und anschliefend die iiberstehende NaCl abgenommen. Die
DNA-Isolierung wurde mit dem QIAamp® DNA Mini Kit nach Angaben des Herstellers mit
folgenden Abweichungen durchgefiihrt: Um die Zellwand der grampositiven Keime zu
zerstoren wurden 20 pl Proteinase K, 18 pl Lysozym und 18 pl Mutanolysin zu 180 pl ATL-
Puffer gegeben, mit AL-Puffer wurde bei 95° C an Stelle von 70° C inkubiert. Die DNA
wurde in 50 pl AE-Puffer eluiert und bis zur Messung bei -20° C aufbewahrt.

Die PCR wurde in einem LightCycler® der zweiten Generation durchgefiihrt. Es wurden die
kiirzlich beschriebenen Primer Sa442-F und Sa442-R fiir die Sa442-Zielsequenz und nuc247F

@445 7ur Detektion wurden

und nuc247R fiir die nuc-Gen Zielsequenz verwendet
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)-Sonden eingesetzt: Fiir die Sa442-

Zielsequenz die Sonden Sa442-HP-1 und Sa442-HP-2 und fiir die nuc-Gen-Zielsequenz die
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Sonden nuc274FL und nuc274705. Die PCR-Ansétze wurden in einem DNA-freien Kabinett
hergestellt. Der PCR-Ansatz der Sa442-PCR bestand aus 6 pl Aqua dest. PCR grade, 4 pl
LightCycler®FastStart DNA Master’ " HybProbe Reaktionsmix, 2 pl der jeweiligen Sonde
(1,5 uM) sowie 1 ul der beiden Primer (10 pmol/pul). Zu 15 pl dieses PCR-Ansatzes wurden 5
pul DNA gegeben. Bei der nuc-PCR bestand der PCR-Ansatz aus 7 pl Aqua dest. PCR grade,
4 ul LightCycler®FastStart DNA Master™™ HybProbe Reaktionsmix, 1 ul von jeder Sonde
sowie 1 pl von jedem Primer. Auch hier wurden 5 pul DNA zu 15 ml PCR-Ansatz gegeben.

Das PCR-Messprogramm bestand aus einer initialen zehn-miniitigen Denaturierung bei 95° C
(Sa442-PCR) bzw. 50° C (nuc-PCR) gefolgt von 50 Zyklen sich wiederholender
Denaturierung (Sa442: 0 s bei 95° C, nuc: 10 s bei 95° C), Anlagerung (Annealing, Sa442: 15
s bei 54° C, nuc: 10 s bei 50° C) und Polymerisation (Sa442: 10 s bei 72° C, nuc: 15 s bei 72°
C) gefolgt von einer Schmelzkurvenanalyse. Die Sensitivitidt der Sa442-PCR betrug 5-50
KBE“?, die der nuc-PCR 1 KBE pro PCR-Reaktion. Als Negativkontrolle wurde bei jedem
Probenlauf 5 pl Aqua dest. PCR grade und als Positivkontrolle 5 ul DNA von Sa ATCC
29213 eingesetzt.

Tabelle 2: Ubersicht der Primer und Sonden

Name Sequenz Linge GC- Tm"
Gehalt (°cO)
Sa442-F  5-GTCGGTACACGATATTCTTCACG-3’ 23 47,8% 62,3
Sa442-R  5'-CTCTCGTATGACCAGCTTCGGTAC-3' 24 54,2% 654
Sa442- 5'-TACTGAAATCTCATTACGTTGCATCGGAA-F"-3' 29 37,9% 65,6
HP-1
Sad42- 5'LC Red705-ATTGTGTTCTGTATGTAAAAGCCGTCTTG- 29 379% 65,0
HP-2 3
nuc274F  5-GAT TGA TGG TGA TAC GGT-3' 18 kA9 k.A.
nuc274R  5'-CAAA GCC TG ACG AAC TA-3’ 17 k.A. KA.
nuc274FL  5'- GTT TGA CAA AGG TCA AAG AAC TGA TAA AT-F-3° 29 k.A. k.A.
nuc274705 5'LC Red705-TGGACGTGGCTTACGGTATATTTAT-P?-3" 25 k.A. k.A.

Tm= Schmelztemperatur  F= Fluoreszein © P=Phosphorylation ¢ k.A.=keine Angaben
2.7 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Untersucht wurden Paraffingewebsschnitte, die aus dem Biopsiematerial angefertigt wurden.
Die Préparate wurden bis zur Entparaffinisierung bei 4° C gelagert. Zur Entparaffinisierung

wurden die Schnitte zwei Mal fiir jeweils 10 Minuten in Xylol gestellt und anschlieend fiir
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3 Minuten in 100 %igem Ethanol inkubiert. Entparaffinisierte Objekttrager (OT) wurden

entweder bei -20° C eingefroren oder direkt weiter behandelt.

Die Behandlung mit Proteinase K diente der Permeabilisierung der Zellmembran. Hierzu
wurde zundchst eine absteigende Alkoholreihe angewandt, bei der die Objekttrager zur
Bewisserung je drei Minuten in 100 %iges, 95 %iges, 70 %iges und 50 %iges Ethanol gestellt
wurden. Anschlieend folgte eine drei-miniitige Inkubation in destilliertem Wasser, danach
eine Inkubation in 36° C warmem PBS fiir 15 Minuten. Nach Lufttrocknen wurden 50 pl Prot.
K (25 pg/ul) auf ein 2,4x2,4 cm grofles Feld aufgetragen, die Objekttriager in einer 36° C
warmen feuchten Kammer fiir 15 Minuten inkubiert und danach sofort zwei Mal fiir drei
Minuten in destilliertes Wasser gestellt. Es folgte eine aufsteigende Alkoholreihe (je drei
Minuten in 50, 70, 95 und 100 %igem Ethanol) mit anschlieBendem Lufttrocknen.

Zunichst sollten die Sonden an Nativausstrichen von Bakterien getestet werden, um
festzustellen, wie sich Sa bzw. SASCV mit den eingesetzten Sonden anfarben lassen. Hierfiir
wurde eine iiber-Nacht-Kultur von Sa ATCC 825 und SCV-1“" angelegt und davon einige
Kolonien in NaCl auf einen Objekttriager aufgetragen, luftgetrocknet und fiir 10 Minuten in
Methanol fixiert. Des Weiteren wurde als Positivkontrolle Polypengewebe in NaCl mit einer
iiber-Nacht-Kultur von Sa ATCC 825 fiir 3 h im Brutschrank bei 36° C, CO, inkubiert.
Anschliefend wurde das Gewebe mit Formalin fixiert und Paraffingewebsschnitte angefertigt.
In Vorversuchen mit DNA-Sonden wurde die Bakterienlyse optimiert. Zundchst folgte eine
Lysebehandlung mit den zwei Lysereagenzien Lysozym-Lysostaphin (LL)-Mix bestehend aus
500 pl Lysozym (2 mg/ml), 4 ul Lysostaphin (100 pg/ul) und 1496 pl 10 mM Tris/HCI pH 8
sowie dem Mutanolysin-Lysoym (ML)-Mix bestehend aus 10 pul Mutanolysin (5000 U/ml)
und 10 pl Lysozym (50 mg/ml). Es wurden jeweils 50 pl Lysereagenz auf die Objekttriger
aufgetragen die anschlieBend in einer feuchten Kammer unterschiedlich lange inkubiert
wurden (15 Min bis 40 Min). Nach der Lysebehandlung wurden die OT fiir 3 Min in 100 %
Ethanol gestellt und dann luftgetrocknet. Danach wurden 23 pl Hybridisierungslosung
(bestehend aus 20 pl Hybridisierungspuffer 30 % Formamid, 2 ul EUB-Sonde (FITC-
markiert), 2 ul spezifische Sonde fiir Sa (Cy3-markiert)) auf den OT aufgetragen.

Folgende Sonden wurden eingesetzt*?: EUB- Sequenz (5'-3"): GCT GCC TCC CGT ACC
AGT, SAU- Sequenz (5-3"): GAA GCA AGC TTC TCG TCC G sowie DAPI als
unspezifischer Farbstoff fiir zellulire und bakterielle DNA. DAPI (4’,6-Diamidin-2’-
phenylindol- dihydrochlorid) gehort zu den aromatischen Diamidinen, die mit groBer Affinitét
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an DNA binden, ohne sich in diese einzulagern®”. Die Hybridisierung fand fiir 90 oder 120
Min bei 46° C statt. Danach wurden die OT in Waschpuffer (30 %) gegeben und fiir 20 Min
bei 46° C gewaschen. Nach dem Trocknen wurden die OT mit einem Eindeckmedium mit

DAPI eingedeckt und sofort im Fluoreszenzmikroskop beurteilt.

In weiteren Vorversuchen wurden mit PNA-Sonden die FISH-Bedingungen optimiert. Bei der
FISH mit PNA-Sonden wurde keine Lyse durchgefiihrt, da diese durch die Bakterienzellwand
diffundieren konnen. Es wurden unterschiedliche Vorbehandlungen durchgefiihrt. Zunéchst
wurden methanolfixierte Priaparate von Bakterienausstrichen ohne Vorbehandlung untersucht.
Gewebsschnitte des gespikten Gewebes wurden entparaffinisiert (s.0.) und zum Einen ohne
Vorbehandlung, zum Anderen nach Behandlung mit Proteinase K sowie nach Behandlung mit
Osmiumtetroxid zur Unterdriickung der Autofluoreszenz untersucht. Hierzu wurden die OT
nach der Entparaffinisierung fiir 1 h in 2 %iges Osmiumtetroxid gestellt und anschlieBend in
einer aufsteigenden Ethanolreihe (50 %, 80 %, 100 %) fiir je 3 Min entwiéssert und
anschlieend die Proteinase K Behandlung durchgefiihrt.

Fir die Hybridisierung wurde je OT 1 Tropfen Sondenlosung aufgetragen, die
Hybridisierungskammer auf den OT geklebt und die Hybridisierung bei verschiedenen
Inkubationszeiten bei 55° C durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Objekttrager fiir 30 Min
bei 56° C mit dem im Kit enthaltenen Waschpuffer gewaschen, luftgetrocknet und sofort mit

DAPI eingedeckt. Die Préparate wurden sofort unter dem Fluoreszenzmikroskop beurteilt.

Nach dem Abschluss der Vorversuche wurde die FISH mit PNA-Sonden an Patientenproben
am Tag der Proteinase K-Behandlung durchgefiihrt. Zundchst wurde eine
Hybridisierungskammer an der Stelle auf den Objekttrager aufgeklebt, an der auch die
Proteinase K-Behandlung durchgefiihrt wurde. AnschlieBend wurde 1 Tropfen Sa-spezifische
PNA-Sonde aufgebracht, und die Hybridisierungskammer mit dem Deckglas geschlossen. Um
den Objekttrager wurde Parafilm gewickelt, um ein Verdampfen der Sonden zu verhindern.

Die Objekttrager wurden iiber Nacht in einem bereits vorgeheizten Hybridisierungsofen bei
56° C inkubiert. Am néichsten Tag wurden die Proben fiir 30 Minuten in 56° C warmem
Waschpuffer gewaschen und anschlieBend luftgetrocknet. Die Objekttrager wurden sofort mit
einem Eindeckmedium mit DAPI eingedeckt und anschlieBend sofort mit dem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet (1000-fache VergroBerung). Je Objekttrager wurden 100
Gesichtsfelder durchgemustert. Bei jedem Probenlauf wurde ein methanolfixierter Ausstrich

von SCV-R als Positivkontrolle und von S.epi ATCC 12228 als Negativkontrolle verwendet.
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2.8 Nachweis von intrazellularem Sa in humanen Zelllinien

Ein Schwerpunkt dieser Untersuchung war der Nachweis von intrazellulirem Sa bzw.
SASCYV bei Patienten mit CRS. Deswegen wurde das intrazellulire Vorkommen von Sa an
zwei humanen Zelllinien mit Ahnlichkeiten zu Zellen in den Atemwegen untersucht.

Bei MonoMac-6 Zellen handelt es sich um eine Suspensionszelllinie die urspriinglich aus dem
Blut eines Patienten mit monozytirer Leukdmie gewonnen wurde. Sie repréisentiert
phagozytosefdhige Zellen des unspezifischen Immunsystems (Monozyten/Makrophagen). Zur
Anzucht und Vermehrung wurden die Zellen in 80 cm® groBen Zellkulturflaschen in 15 ml
MonoMac-6 Medium (sh. Tabelle 3) bei 36° C im Brutschrank bebriitet. Alle zwei bis drei
Tage wurden 15 ml Medium zugegeben. Ein bis zwei Mal wochentlich, abhingig von der
Zellmenge, wurden die Zellen aufgeteilt und das Medium erneuert. Hierzu wurden die Zellen
bei 312 x g fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert, der Uberstand abgenommen
und die Zellen ein Mal mit 37° C warmen PBS gewaschen. Anschlieend wurden die Zellen
in 2 ml warmem Medium resuspendiert, die Zellsuspension halbiert und in 15 ml Medium

ausgesat.

Bei BEAS-2B Zellen handelt es sich um eine adhdrent wachsende, humane
Bronchialepithelzelllinie. Zur Anzucht und Vermehrung wurden die Zellen in 80 cm? groBen
Zellkulturflaschen in 15 ml B2B-Medium (sh. Tabelle 3) im Brutschrank bei 36° C bebriitet.
Alle zwei bis drei Tage wurde das Medium ersetzt. Ein bis zweimal wochentlich wurden die
Zellen aufgeteilt. Hierzu wurden die Zellen zundchst ein Mal mit 36° C warmem PBS gespiilt
um anschliefend die Trypsinierung durchzufiihren. Hierzu wurden 3 ml Trypsin EDTA
zugegeben und die Zellen fiir 5 Minuten im Brutschrank bei 36° C inkubiert. Anschlieend
wurden 8 ml Medium zugegeben, um die Reaktion des Trypsins zu stoppen. Die
Zellsuspension wurde 10 Minuten bei 312 x g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in PBS resuspendiert und die Zellsuspension in neue Flaschen aufgeteilt. Zur
Festlegung der Infektionsdosis in spiteren Versuchen, musste die Zellzahl bestimmt werden,
die nach zweitdgiger Bebriitung bis zur Konfluenz in 25 cm” Zellkulturflaschen erreicht wird.
Hierzu wurden im Dreifachansatz je 1x10° und 5x10° B2B Zellen in kleine Zellkulturflaschen
ausgesit und iiber zwei Tage bei 5 % CO,, 36° C bebriitet. Die Zellen wurden anschlielend

trypsiniert und mit Trypanblau ausgezihlt.

Fiir die spiteren Invasionsversuche, bei denen die Zellen zur Freisetzung intrazelluldrer
Bakterien lysiert werden mussten, wurden Versuche zur optimalen Lyse der Zellen mit MM6
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Zellen durchgefiihrt. Es wurden jeweils 4x10° Zellen eingesetzt. Diese wurden mit Triton X
100 (0,025 %) fiir 5 Minuten und fiir 30 Minuten behandelt. Des Weiteren wurde zu einem
Ansatz 0,25 % SDS fiir 10 Minuten zugegeben. Zu einem vierten Ansatz wurde Aqua dest.
zugegeben und die Zellen dann 5 Minuten im Ultraschallbad behandelt. Aulerdem wurde ein
Ansatz nach Zugabe von Aqua dest. acht Mal durch eine 0,27G Nadel gezogen. Als Kontrolle
wurden unlysierte Zellen eingesetzt. Nach der Behandlung wurden die Zellen mit Trypanblau
in einer Neubauer Zidhlkammer ausgezdhlt. Um festzustellen, ob die Bakterien durch die
Lysebehandlung der Zellen abgetdtet werden und somit nicht anziichtbar wéren, wurden
Vorversuche zur Viabilitdt der Bakterien nach Lysebehandlung durchgefiihrt. Hierzu wurde
eine Bakteriensuspension mit einer OD von 0,4 hergestellt und 1 ml entnommen (= 1x10°
KBE). Diese wurden zentrifugiert und das Pellet anschlieBend in 1 ml Aqua dest.
resuspendiert sowie acht Mal durch eine 0,27G Nadel gezogen. Danach wurde eine
Verdiinnungsreihe hergestellt und diese auf CASO Blutplatten ausplattiert. Am néchsten Tag

wurden die Platten ausgezéhlt.

Zur Bestimmung des geeigneten SCV-Bakterienstammes lagen zwei Sa-Stdmme vor, die
jeweils aus einem Patienten mit CF isoliert wurden. Es handelte sich um Sa-B sowie um Sa-R,
jeweils mit dem normalen Phénotyp (Elternstamm) und dem zugehorigen SCV-Phanotyp. Um
festzustellen welcher dieser beiden Stimme am Besten fiir die Zellversuche geeignet ist,
wurden Vorversuche mit beiden Stimmen durchgefiihrt. Hierbei wurden 5x10° MM6 Zellen
fiir 2 h mit einer MOI von 1:10 im Doppelansatz jeweils mit SCV-B und Sa-B bzw. SCV-R

und Sa-R bebriitet und anschlieBend die Menge an intrazelluldren Keimen bestimmt.

Mit den Versuchen zur Invasion von Sa in MM6 Zellen sollte zum einen festgestellt werden,
ob Sa dazu fdhig ist, aktiv (Invasion) oder passiv (Phagozytose) in MM6 Zellen zu gelangen
und ob die Anzahl intrazelluldrer Keime abhingig von der Infektionsdosis und der
Bebriitungsdauer ist. Zur Bestimmung der geeigneten Infektionsdosis (multiplicity of
infection, MOI) sowie der geeigneten Infektionszeit wurden mehrere Versuche mit
unterschiedlichen MOI's (MOI 1:5, 1:10, 1:20) und Inkubationszeiten (1 h, 2 h, 3 h, 24 h)
durchgefiihrt. Am Tag des Invasionsversuches wurden die MM6 Zellen ein Mal mit 36° C
warmen PBS gewaschen und in Invasionsmedium resuspendiert. Die genaue Zellzahl wurde
in der Neubauer Zihlkammer mittels Trypanblaufirbung ermittelt. Es wurden 5x10° Zellen in
eine Vertiefung einer 6-Loch-Platte in Invasionsmedium ausgesdt. Die Menge des

Invasionsmediums richtete sich nach der Menge der spiter zugegebenen Bakteriensuspension,
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insgesamt wurden 2 ml Invasionsmedium eingesetzt. Von den Bakterien wurde eine iiber-
Nacht-Kultur in TS-Bouillon (Sa normaler Phénotyp, SaSAG, S.epi) bzw. BHI-Bouillon
(SCV-R und Elternstamm) angelegt. Diese wurde am Tag des Invasionsversuches ein Mal mit
PBS gewaschen und anschlieBend in Invasionsmedium resuspendiert. Es folgte die
Einstellung einer optischen Dichte von 0,4 bei einer Wellenldnge von 650 nm (entspricht ca.
1x10* KBE/ml Bakteriensuspension®®). Vor der Zugabe zu den Zellen wurden die Bakterien
fiir 30 sek im Ultraschallbad vereinzelt.

Nach Zugabe der jeweiligen Bakterienmenge zu den Zellen wurden diese zunéchst fiir 10
Minuten bei 312 x g bei 36° C zentrifugiert und anschlieBend fiir die jeweilige restliche
Bebriitungszeit bei 36° C Raumluft im Brutschrank inkubiert. Nach der Bebriitungszeit wurde
Gentamycin (100 pg/ml) bzw. Lysostaphin bei SCV-R (100 pg/pl) zugegeben und fiir
weitere 3 h im Brutschrank bebriitet um die extrazelluliren Keime abzutdten. Nach der
dreistiindigen Inkubationszeit mit Antibiotikum wurden die Zellen fiir 10 Minuten bei 312 x g
zentrifugiert. 200 pl des Uberstandes wurden auf CASO-Blutagar bzw. Columbia Blutagar
ausplattiert und die Zellen zwei Mal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in
destilliertem Wasser resuspendiert um diese zum Platzen zu bringen und die intrazelluldren
Keime frei zu setzen. Die Zellsuspension in destilliertem Wasser wurde zur zusitzlichen
mechanischen Zerstorung mehrmals durch eine 27G Nadel gepresst. Von dieser
Zellsuspension wurde eine Verdiinnungsreihe in PBS bis zu einer Verdiinnung von 107
angefertigt, die jeweils im Doppelansatz auf CASO (Sa normaler Phénotyp) bzw. Columbia
(SCV) ausplattiert wurde. Alle Nahrboden wurden {iber Nacht bei 36° C, 5 % CO, inkubiert

und am nichsten Tag beurteilt.

Mit den Versuchen zur Invasion von Sa in B2B Zellen sollte zum einen festgestellt werden,
ob Sa dazu fdhig ist, in B2B Zellen zu gelangen und ob die Anzahl intrazelluldrer Keime
abhingig von der Infektionsdosis und der Bebriitungsdauer ist. Die Invasionsversuche wurden
wie bei MM6 Zellen mit folgenden Abweichungen durchgefiihrt: Zwei Tage vor dem
Invasionsversuch wurden 1x10° Zellen in 25 cm” groBe Zellkulturflaschen in 4 ml B2B-
Medium ausgesit. Die Zellen wurden dann iiber zwei Tage bis zur Konfluenz (= ca.1x10’
Zellen) bei 36° C Raumluft inkubiert. Am Tag des Invasionsversuches wurde die Konfluenz
unter dem Mikroskop kontrolliert und es folgte ein Ersatz des normalen B2B-Mediums durch
Invasionsmedium nach zweimaligem Waschen mit PBS. Die Zellkulturflaschen wurden nach
der Infektion nicht zentrifugiert sondern sofort im Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubation

mit Antibiotikum wurden die Zellen mittels Trypsinieren (sh. Kultur) von der Flasche
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abgeldst und anschlieend mittels destilliertem Wasser und mechanischer Zerstérung zum

Platzen gebracht.

Tabelle 3: Ubersicht Zellkulturmedien

Medium fiir Invasionsmedium | Medium fiir B2B | Invasionsmedium
MMé6 fiir MM6 fiir B2B
RPMI 435 ml 500 ml - -
DMEM/Ham's F12 - - 500 ml* 500 ml
Aminomix (AA-Mix) 10 ml 10 ml - -
Natriumpyruvat 5ml 5 ml - -
L-Glutamin S5ml 5ml 5ml Sml
Penicillin-Streptomycin 5ml - 5 ml -
FCS 50 ml - 25 ml -
Insulinlésung 450 pl 450 pl - -

*=nach Zugabe von L-Glutamin und Pen. Strep. zu DMEM/Ham's F12 wurden 25 ml dieser Mischung

verworfen und anschliefend 25 ml FCS zugegeben
2.9 Proteinbestimmungen in Zellkulturiberstanden

Neben dem intrazelluldren Nachweis von Sa interessierte auch die Reaktion der untersuchten
Zelllinien auf die Exposition gegeniiber Sa und SASCV, dem in NNH-Abstrichen haufig
vorkommenden Keim S. epidermidis sowie gegeniiber Silikapartikeln als phagozytierbarer
nicht viabler Stimulus. Vor den Zellversuchen mit Silikapartikeln wurden diese auf Sterilitét
iiberpriift, indem 10 pl der Partikelsuspension im Drei-Osen-Ausstrich auf CASO-Blutagar
ausgestrichen und iiber zwei Tage bebriitet wurden. Die Zellen wurden ausgesit wie bereits in
den Untersuchungen zum intrazelluldren Sa Nachweis beschrieben, d.h. es wurden je Ansatz
5x10° MM6 Zellen und 1x10” B2B Zellen eingesetzt. Ebenso wurden die Bakterien wie
bereits beschrieben behandelt. Als MOI wurde fiir die Versuche 1:10 festgelegt, als
Bebriitungszeit 24 h. Die Menge des Keimmediums betrug insgesamt 2 ml. Es wurden jeweils
3 Ansitze mit SaRN6390, S.epidermidis, SASAG, SCV-R, Sa-R (Elternstamm von SCV-R)
sowie Silikapartikeln angelegt. Bei SaRN6390 handelt es sich um einen in mehreren

Tiermodellen als “8)

virulent befundenen Sa-Laborstamm mit normalem Phénotyp
S.epidermidis ATCC 12228 stellt einen Vertreter der Koagulase-negativen Staphylokokken
dar, die Hauptbestandteil der normalen Mikroflora des Menschen sind. Als Negativkontrollen
wurden jeweils drei Ansdtze mit Medium ohne Bakterien/Silikapartikeln angelegt. Um sicher
zu gehen dass die SASCV den SCV-Phénotyp beibehalten haben, wurden aus den {iber Nacht

Kulturen jeweils 200 pl entnommen und auf Columbia-Blutagar ausplattiert und am
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folgenden Tag beurteilt. Nach der Bebriitungszeit mit den Bakterien wurden MM6 Zellen fiir
10 Minuten bei 312 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und sofort durch
einen 0,1 um porigen Filter filtriert und sofort auf Eis gestellt. Bei B2B Zellen wurde der
Uberstand direkt abgenommen, filtriert und auf Eis gestellt. Die Uberstinde wurden

aliquotiert zu 500 ml und bei -20° C eingefroren.

Die Proteinbestimmungen im Zellkulturiiberstand wurden in einem BD FACScan
Durchflusszytometer durchgefiihrt. Es wurde der Testkit “human Tyl/Tp2 1lplex” von
Bender MedSystems verwendet. Mit diesem Test wurden folgende Zytokine und Chemokine
nachgewiesen: 1L-1f, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IFN-y, TNF-a und TNF-f.
Zundchst wurden die Standards hergestellt, indem zu den lyophilisierten Standards
destilliertes Wasser zugegeben wurde. AnschlieBend wurde eine serielle Verdiinnungsreihe
der Standards nach Herstellerangaben in Assay-Puffer hergestellt. Es folgte die Pridparation
der Bead-Mischung nach Herstellerangaben. Danach wurden die Biotin-Konjugat Mischung
und die Streptavidin-PE Losung nach Angaben des Herstellers hergestellt. Der Test wurde in
der im Kit enthaltenen 96-Loch Filterplatte durchgefiihrt. Nach Festlegung der Probenzahl
wurden die nicht bendtigten Vertiefungen mit einer selbstklebenden Folie abgedeckt. Zur
Anfeuchtung der Platte wurde Assay-Puffer verwendet. Danach wurden 25 pul der Standard-
Verdiinnungen in die entsprechenden Vertiefungen pipettiert. In die leeren Vertiefungen
wurde Assay-Puffer pipettiert. Von den Proben wurden ebenfalls 25 pl in die Vertiefungen
pipettiert. Darauf folgte die Zugabe von 25 pl Bead-Mischung in alle Vertiefungen. Es
wurden 50 pl der Biotin-Konjugat-Mischung zu allen Vertiefungen hinzugegeben. Die Platte
wurde anschlieBend mit selbstklebender Folie verschlossen und unter Lichtausschluss fiir 2 h
bei Raumtemperatur unter stdndigem Schiitteln bei 500 rpm inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wurde die Fliissigkeit mit einer Vakuumpumpe von der Platte entfernt und
100 pl Assay-Puffer in jede Vertiefung pipettiert. AnschlieBend wurden 50 ul Streptavidin-PE
Losung in jede Vertiefung gegeben und die Platte wieder bei Raumtemperatur unter
Lichtausschluss und stindigem Schiitteln bei 500 rpm fiir 1 h inkubiert. Die Fliissigkeit wurde
wieder abgesaugt und die Platte ein Mal mit Assay-Puffer gewaschen. Nach Zugabe von
200 pl Assay-Puffer in jede Vertiefung wurde der Inhalt gut gemischt und anschlieBend in ein
separates Durchflusszytometer Reagenzgefdll iiberfiihrt und auf 500 pl Endvolumen
aufgefiillt. Die Untersuchung am Durchflusszytometer fand am selben Tag statt. Die
Einstellungen am Durchflusszytometer wurden genau nach Angaben des Herstellers

durchgefiihrt.
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Tabelle 4: Sensitivitit des FlowCytomix human Ty1/Ty2 11plex Kits

Protein Sensitivitit (pg/ml)
IL-1PB 5,2
IL-2 20,0
IL-4 15,7
IL-5 10,0
IL-6 0,8
IL-8 7.9
IL-10 L5
IL-12 p70 11,6
IFN-y 2,2
TNF-a 5,0
TNF-p 3,1

Quelle: Produktinformation und Handbuch zum FlowCytomix human Tyl /T2 11plex Kit
2.10 Genexpressionsanalysen mittels Microarray

Eine aktuelle wissenschaftliche Diskussion ist, ob insbesondere bei Patienten mit CRSNP" die
intrazelluldre Persistenz von Sa bzw. SASCV die therapeutischen Schwierigkeiten und die
Rezidivhaufigkeit bei dieser Erkrankung erkldrt. AufBlerdem wird diskutiert, dass Sa-
Superantigene ganz wesentlich zum Ty2-Bias dieser Erkrankung beitragen. Dabei ist iiber das
spezifische Reaktionsmuster der humanen Atemwegsschleimhaut auf eine Infektion mit Sa
oder SASCV nur wenig bekannt. Um Einblicke in die Bedeutung von Sa in vivo auf
Genebene zu gewinnen, wurden Microarrayanalysen durchgefiihrt. Verwendet wurden
Biopsieproben von drei CRSNP™ Patienten die kulturell positiv fiir Sa waren sowie drei
CRSNP" Patienten bei denen kulturell kein Sa nachgewiesen wurde. Es wurden drei
Microarrays durchgefiihrt bei denen jeweils eine Probe eines Sa positiven Patienten gegen

eine Probe eines Sa negativen Patienten aufgetragen wurde.

Hierzu wurden 70mer-cDNA Oligonukleotide fiir 1232 humane Gene auf Ultra Gaps II
beschichtete Objekttriger mit einem OmniGrid 100™ aufgetragen. Als Spikingkontrolle
wurden nicht humane Oligonukleotide von Arabidopsis thaliana und Sinorhizobium meliloti
Genen aufgetragen. Des Weiteren befanden sich auf dem OT sogenannte , Empties®
(Leerstellen) auf die nur der Spottingpuffer aufgetragen wurde sowie 17 zufillige
Negativkontrollen (randomized negative controls, RNC). Nach dem Spotten wurden die

Objekttrager bei 80° C fiir 10 Minuten inkubiert und anschlieBend fand durch UV-
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Kreuzvernetzung in einem Stratalinker 2400™ die Immobilisation der Oligonukleotide
statt.*”)

Das intraoperativ gewonnene und in RNAlater® zwischenfixierte Polypengewebe wurde
zundchst mittels Skalpell in kleine Stiickchen geschnitten und anschlieBend mit Hilfe des Fast
Prep FP 120 und der ,,Lysing Matrix D tubes* von QBIOgene weiter zerkleinert.

Die Extraktion der RNA wurde mittels dem RNeasy'“Mini-Kit nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Die RNA wurde in 8,5 pl DEPC-Wasser suspendiert. Die RNA-Konzentration
wurde mit einem SmartSpec' 3000 Photometer bei 260 nm bestimmt. Bis zur

Microarraydurchfiihrung wurde die RNA bei -80° C gelagert.

Die reverse Transkription wurde mittels der reversen Transkriptase Superscript-2 innerhalb
des 3DNA Array 350 Kits™, durchgefiihrt. Die Fluoreszenz-Markierung der cDNA wurde
mittels des 3DNA Array 350Kit™ nach Herstellerangaben durchgefiihrt: 5 pg der RNA der
Sa positiven Biopsien wurden mit einem Oligo dT Primer mit einer cDNA-capture Sequenz
fiir den Fluoreszenzfarbstoff Cyanin 5 (Cy5) gefirbt und die RNA der Sa negativen Biopsien
mit einer Capture-Sequenz fiir Cyanin 3 (Cy3). Die cDNA wurde mittels Millipore Microcon

XM-30 Centrifugal Filter Devices'" gereinigt und konzentriert.

Vor der Hybridisierung wurden die Microarray-Objekttrager fiir 30 Min bei 50° C in Pra-
hybridisierungspuffer (0,1 % bovines Serumalbumin, 5x Sodium Chlorid Sodium Citric Acid
(SSC), 0,1 % Sodium Dodecyl Sulphat (SDS)) inkubiert. Danach wurden die Objekttriger in
2x SSC und 0,2x SSC fiir jeweils 3 Minuten gewaschen. Die Hybridisierung wurde nach
Angaben des Herstellers (3DNA Array 350 Kit™) durchgefiihrt. Fiir die Hybridisierung
wurde 2x SDS Hybridisierungspuffer verwendet. 40 pl der Hybridisierungsmischung wurde
auf den Microarrayobjekttriger aufgetragen und mit einem 25x42 mm ,,LifterSlip* Deckglas
eingedeckt. Die Hybridisierung fand tiber Nacht (16 h) in einer Hybridisierungskammer bei
57° C statt. Das 3DNA Capture-Reagenz wurde fiir 3 h bei 59° C nach Zugabe von ,,Anti-
Fade““-Reagenz in einer Hybridisierungskammer inkubiert.

Die Microarrayobjekttriger wurden nach der abgeschlossenen Hybridisierung mit einem

Dual-Laser Microarray Scanner gescannt und mit der GenePix pro 4.1™ Software analysiert.
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2.11 Bestimmung nasaler Zytokinmuster

Um die immunmodulatorischen Eigenschaften einer Sa-Infektion bei der CRS aufler auf Gen-
ebene auch auf Proteinebene zu untersuchen, wurde das nasale Zytokinmuster in der nasalen
Lavage untersucht.

Vor der Untersuchung wurde die nasale Lavage bei -20° C gelagert. Humanes IFN-y,
humanes IL-5, G-CSF (Granulozyten Koloniestimulierender Faktor) und Eotaxin wurden
mittels dem Quantikine® Immunoassay-Kit nach Angaben des Herstellers mit folgenden
Abweichungen untersucht: Die Platten wurden mit Standard, Probe oder Kontrolle iiber Nacht
anstelle von 2 h inkubiert. Eosinophiles kationisches Protein (ECP) und Gesamt-IgE wurden
mittels UniCAP 100 Fluoreszenz Enzymimmunoassays nach Herstellerangaben gemessen.
Die Nachweisgrenzen waren 2 ng/l fir ECP, 2 kU/I1 fiir Gesamt-IgE, 3 ng/1 fiir IL-5 und 8 ng/1
fiir IFN-y, 20 pg/ml fiir G-CSF und 5 pg/ml fiir Eotaxin.

2.12 Statistische Auswertung

Die Signifikanz der Unterschiede in der Bakterienisolierung bei den verschiedenen
Patientengruppen wurde mittels Fisher's Exact Test ermittelt. Der Zusammenhang zwischen
Sa-Nachweis und den einzelnen Probandengruppen wurde mittels Chi-Square-Test ermittelt.
Ebenso wurde dieser Test verwendet um die Zusammenhéinge zwischen dem Nachweis von
Sa und den unterschiedlichen Parametern wie Asthma, Atopie und ASS-Intoleranz zu
untersuchen. Bei den Zellkulturuntersuchungen sowie der Proteinbestimmungen aus den
Zellkulturiiberstanden und in der nasalen Lavage wurden die Grafiken und die Berechnung
des Medians mittels der Software Systat 10.2 ermittelt und erstellt. Die Berechnung der
Signifikanz der Unterschiede zwischen den Proteinen nach Stimulation und den
Negativkontrollen wurde mittels dem Kruskal-Wallis-Test bzw. dem Mann-Whitney-Test
durchgefiihrt. Die Auswertung der Microarrays wurde mit dem im Internet zur Verfiigung

gestellten Programm ,,WebGestalt* durchgefiihrt (http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/).
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3. Ergebnisse

3.1 Patientenpopulation

Insgesamt wurden fiir diese Studie 148 Patienten konsekutiv {iberpriift. Davon geniigten 95
Patienten den Einschlusskriterien und von 65 Patienten konnte ausreichend Material fiir die

geplanten Untersuchungen gewonnen werden.

Abbildung 3: Studieniibersicht

Gescreente Patienten
n=148

Klinische Ausgeschlossen n=53

Untersuchungen . _
nasale Anwendung von Steroiden (n=19)

Anamnese . -

. zu niedriger CT Punktewert (n=16)

Endoskopie
Malm Punktewert 1 oder 2 (n=10)

CT Untersuchung Andere Griinde (n=8)

Haut Prick- Test

Y Nicht untersucht n= 30
. nicht geniigend Gewebe (n=24)
El:icg ;ulS Gewebe in anderen Studien verwendet (n=4)
Gewebe fiir Spiking Kontrolle (n=1)
Gewebeprobe kontaminiert (n=1)

\ 4
/  Untersuchte Proben \
\ n=65

v
Bakterienkultur Real-time PCR
A 4 4 h 4
Biopsie Lavage Sa442 PCR nuc-PCR FISH
n=65 n=63 n=>52 n=>52 n=51

Die nicht eingeschlossenen Patienten hatten nasale Steroide innerhalb der letzten 4 Wochen

(n=19) eingenommen, hatten einen zu geringen CT-Punktewert (n=16), einen Malm-
Punktewert von eins oder zwei (n=10) oder wurden aus anderen Griinden nicht in die Studie
eingeschlossen. Von den 95 Patienten, die den Ein- und Ausschlusskriterien geniigten, wurde
bei 24 Patienten ungeniigend Gewebe entnommen, bei vier Patienten wurde das Gewebe fiir

andere Studien verwendet, das Gewebe von einem Patienten wurde fiir die Spikingkontrolle

34



3. Ergebnisse

verwendet und eine Biopsieprobe wurde bei deren Entnahme verunreinigt. Genaue
Studieniibersicht sh. Abbildung 3. Von den 65 verbleibenden protokollgeméfl auswertbaren
Patienten litten 31 Patienten an CRSNP", 13 an CRSNP" und 21 Patienten hatten eine nasale
Gertiststenose ohne Sinusitis (Kontrollen). Demographische und erkrankungsbezogene

Charakteristika konnen der Tabelle 5 enthommen werden.

Tabelle 5: Demographische und erkrankungsbezogene Charakteristika der Patientenpopulation

Kontrolle CRSNP" CRSNP Gesamt p=
n= 21 31 13 65
Alter” 34+/-10 44+/-11 49+/-14 43+/-13.6 0,001
Miénnlich/weiblich 16/5 20/11 9/4 45/20 0,6
Asthma 2 11 2 15 0,06
ASS-Intoleranz 0 2 0 2 0,2
Atopie 5 7 4 16 0,8
Raucher 7 6 4 17 0,5
Malm-Punktezahl”® | 0 (0 bis 0) 4 (4 bis 5) 0 (0 bis 0) 0 (0 bis 4) <0,001
CT-Punktezahl” 5 26 18 20.5 <0,001
(0 bis 6.5) (19.5bis 34.5) | (17 bis 19) (17 bis 28.5)
a) Jahre, Mittelwert +/- Standardabweichung b) Median und Interquartilbereich

3.2 Bakterienkulturen

Die Bakterienkultur wird als Referenzmethode zum mikrobiologischen Keimnachweis bei
CRS angesehen. Es wurden bei den Patienten Nasenschleimhautbiopsien und nasale Lavagen

mittels kultureller Anzucht der Bakterien untersucht.

3.2.1 Bakterienkultur aus den Biopsien

Bei allen 65 Patienten wurde die aerobe und anaerobe Bakterienkultur aus Biopsieproben
durchgefiihrt. Bei 63 der 65 untersuchten Proben (97 %) konnten Keime ein- oder beiderseits
nachgewiesen werden. Bei zwei CRSNP' Patienten konnte in den Biopsieproben kein
Keimwachstum festgestellt werden. 82 % der Biopsieproben zeigten Wachstum von aeroben

und anaeroben Keimen gleichzeitig, in 8 (12 %) Biopsien wurden ausschlieBlich aerobe und
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fakultativ anaerobe Keime nachgewiesen und bei 3 % der Biopsien wuchsen nur anaerobe
Keime. Bei 55 der 65 untersuchten Patienten lagen Biopsien von beiden Nasenseiten vor.
Davon waren 50 (91 %) beiderseits kulturell positiv in der Bakterienkultur, bei einer Probe
(1,8 %) war nur die linke Seite positiv und bei zwei Proben nur die rechte Seite (3,6 %). Bei
14 Patienten (28 %) konnte beiderseits das gleiche Keimspektrum nachgewiesen werden. Bei
den restlichen 36 Patienten (72 %) unterschied sich das Keimspektrum im Median um zwei

Spezies.

Das Keimspektrum das in den Biopsien ermittelt wurde, kann Tabelle 7 bis Tabelle 10
entnommen werden. Die hidufigsten aeroben Spezies, die bei den drei Patientengruppen
nachgewiesen wurden, waren Koagulase-negative Staphylokokken (KNS) und
Corynebacterium spp. Dabei zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen den drei
Patientengruppen (Tabelle 8 und Tabelle 9). Anaerobe Keime wurden bei 74 % der Proben
von CRSNP" Patienten, 100 % der CRSNP™ Patienten sowie 90 % der Kontrollpatienten
gefunden. Hierbei war die héaufigste Spezies bei allen drei Patientengruppen
Propionibacterium spp. (Tabelle 10). Bei einem Kontrollpatienten (5 %) sowie bei einem
CRSNP" Patienten (3 %) konnte der gramnegative anaerobe Keim Prevotella intermedia
nachgewiesen werden.

Bei den untersuchten Biopsien wurden hdufig Mischkulturen diagnostiziert. Es konnte kein
signifikanter Unterschied in der Anzahl der verschiedenen Spezies zwischen den drei
Patientengruppen festgestellt werden (siehe Tabelle 11). Der Median der Anzahl der isolierten
Spezies je Patient war bei allen drei Patientengruppen drei Bakterienspezies.

Pathogene Bakterien kamen bei 15 (48 %) CRSNP" Patienten, bei vier (31 %) der CRSNP
Patienten und bei 10 (48 %) der Kontrollen gemeinsam mit Keimen der physiologischen
Nasenflora vor. Bei einem Polypenpatienten (1,5 %) wurden nur pathogene Keime isoliert.
Bei den tibrigen Patienten konnten nur apathogene Keime isoliert werden. Betrachtet man die
pathogenen Spezies Sa, Enterobacteriaceae und Haemophilus influenzae, so traten diese in 16
Biopsieproben von CRSNP" Patienten (52 %), in vier Biopsien von CRSNP" Patienten (31 %)
und in 10 Biopsieproben von Kontrollpatienten (48 %) auf. Dieser Unterschied war nicht
signifikant (p>0,05). Bei 53 % der kulturell positiven Proben hatte sich der Patient bereits
einer Nasen- oder NNH-OP unterzogen, bei 47 % nicht. Zwischen dem Nachweis von
Enterobakterien in Biopsieproben und/oder nasaler Lavage und einer vorangegangenen OP
konnte kein Zusammenhang festgestellt werden. Zur Definition apathogener und pathogener

Keime sh. Tabelle 6.

36



3. Ergebnisse

Tabelle 6: Nachgewiesene Keime, aufgeschliisselt nach Pathogenitiit

Apathogene/fakultativ pathogene Keime

Pathogene Keime

Bacillus spp.
Koagulase-negative Staphylokokken
Corynebacterium spp.
Enterococcus spp.

Gemella spp.

Haemophilus parainfluenzae
Micrococcus luteus

Neisseria spp.
Peptostreptococcus spp.
Prevotella intermedia
Propionbacterium spp.

Rothia spp.

a-hdmolysierende Streptokokken

B-hdamolysierende Streptokokken Gruppe C

Citrobacter spp.
Enterobacter spp.
Escherichia coli
Ewingella americana
Haemophilus influenzae
Klebsiella oxytoca
Proteus mirabilis

Staphylococcus aureus

Tabelle 7: Ubersicht iiber das Keimspektrum in den Biopsien bei den Patientengruppen (Anzahl (%))

Keimspektrum Kontrolle (n=21) CRSNP' (n=31) CRSNP" (n=13)
Aerob und anaerob 18 (86%) 22 (71%) 13 (100%)

Nur aerob 2 (10%) 6 (19%) 0

Nur anaerob 1 (5%) 1 (3%) 0

Kein Keimwachstum 0 2 (6%) 0

Tabelle 8: Aerobe und fakultativ anaerobe grampositive Keime in den Biopsieproben

Spezies Anzahl (%) kulturell positive Proben

Kontrolle (n=21) CRSNP" (n=31) CRSNP" (n=13)
Bacillus spp. 1 (5%) 0 0
Koagulase-negative Staphylokokken 20 (95%) 23 (74%) 12 (92%)
Corynebacterium spp. 7 (33%) 10 (32%) 3 (23%)
Corynebacterium jeikeium 0 3 (10%) 1 (8%)
Corynebacterium macginleyi 0 1 (3%) 0
Corynebacterium propinquum 1 (5%) 0 0
Gemella spp. 1 (5%) 1 (3%) 0
Micrococcus luteus 1 (5%) 1 (8%) 0
Rothia spp. 1 (5%) 1 (3%) 0
Staphylococcus aureus 6 (29%) 7 (23%) 1 (8%)
a-hdmolysierende Streptokokken 4 (19%) 7 (22%) 2 (15%)
B-hdmolysierende Streptokokken Gruppe C 1 (5%) 2 (6%) 0
Patienten gesamt 20 (95%) 26 (84%) 12 (92%)

37



3. Ergebnisse

Tabelle 9: Aerobe und fakultativ anaerobe gramnegative Keime in den Biopsieproben

Spezies Anzahl (%) kulturell positiver Patienten

Kontrolle (n=21) CRSNP' (n=31) CRSNP" (n=13)
Citrobacter spp. 2 (10%) 0 0
Enterobacter spp. 1 (5%) 2 (6%) 0
Escherichia coli 0 4 (13%) 1 (8%)
Ewingella americana 0 1 (3%) 0
Haemophilus influenzae 1 (5%) 4 (13%) 4 (31%)
Haemophilus parainfluenzae 0 0 1 (8%)
Klebsiella oxytoca 0 2 (6%) 0
Neisseria spp. 1 (5%) 0 1 (8%)
Proteus mirabilis 0 1 (3%) 0
Patienten gesamt 4 (19%) 12 (39%) 5 (38%)

Tabelle 10: Anaerobe grampositive Keime in den Biopsieproben

Spezies Anzahl (%) kulturell positiver Patienten

Kontrolle (n=21) CRSNP' (n=31) CRSNP™ (n=13)
Peptostreptococcus spp. 7 (33%) 6 (19%) 5 (39%)
Propionbacterium spp. 15 (71%) 22 (71%) 11 (85%)
Propionibacteium acnes 2 (10%) 2 (6%) 1 (8%)
Propionibacterium avidum 0 2 (6%) 0
Propionibacterium granulosum 2 (10%) 3 (10%) 4 (31%)
Patienten gesamt 19 (90%) 23 (74%) 13 (100%)

Tabelle 11: Anzahl verschiedener Bakterienisolate aus den Biopsieproben

Anzahl Bakterienspezies 0 1 2 3 4 5 >6
Kontrollpatienten 0 0 5 6 7 2 1
CRSNP" Patienten 2 3 5 7 8 5 1
CRSNP" Patienten 0 0 3 4 4 1 1

3.2.2 Bakterienkulturen aus nasalen Lavagen

Die nasalen Lavagen von 63 Patienten wurden untersucht. In einer der 63 untersuchten
Proben (1,5 %) wurden keine Keime nachgewiesen. Anaerobe Kulturen wurden bei 35 Proben
durchgefiihrt. Eine Ubersicht iiber die Kulturergebnisse der Lavage-Proben findet sich in
Tabelle 13 bis Tabelle 15. Der grofite Teil der Bakterienspezies die in den Biopsieproben

gefunden wurden konnte auch in der nasalen Lavage nachgewiesen werden.
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Haemophilus influenzae konnte in der korrespondierenden Lavage bei 25 % der CRSNP”
Patienten bzw. 75 % der CRSNP' Patienten und bei 100 % der Kontrollpatienten
nachgewiesen werden. Anaerobe Keime wurden seltener in der Lavage als in der Biopsie
nachgewiesen. Die Lavage wurde zur Auswertung quantitativ angelegt. Dies erlaubt neben
Aussagen liber das Keimspektrum auch Aussagen zur Keimmenge. Bei den Keimzahlen
zeigten sich jedoch ebenfalls keine relevanten Unterschiede zwischen den drei
Patientengruppen. Die Anzahl der in der Lavage nachgewiesenen KBE von Sa, Hamophilus
influenzae und Enterobakterien betrug 10*-10* KBE/ml bei CRSNP" Patienten, 10> KBE/ml
bei CRSNP” Patienten, und 10*-10* KBE/ml bei den Kontrollpatienten. Ob die beim gleichen
Patienten durchgefiihrten Biopsieproben positiv waren oder nicht, hatte keinen Einfluss auf

die KBE in der nasalen Lavage (Tabelle 16).

Tabelle 12: Hiufigkeit des Keimnachweises in nasalen Lavagen. Die Werte in Klammern geben an, in wie

viel Prozent der in den Biopsieproben gesicherte Keimnachweis auch in der Lavage gelang.

Keimspektrum Kontrolle (n=10) CRSNP' (n=17) CRSNP" (n=8)
Aerob und anaerob 7 (70%) 10 (59%) 5 (63%)

Nur aerob 2 (20%) 6 (35%) 2 (25%)

Nur anaerob 1 (10%) 1 (6%) 0

Kein Keimwachstum 0 0 1 (13%)

Tabelle 13: Aerobe und fakultativ anaerobe grampositive Keime in den Lavage- Proben. In Klammern ist

angegeben, in wie viel Prozent einer positiven Biopsie auch eine positive Lavage gefunden wurde.

Spezies Kontrolle (n=20) CRSNP+ (n=30) CRSNP- (n=13)
Bacillus spp. 1 (100%) 0 0
Corynebacterium spp. 4 (57%) 11 (85%) 2 (50%)
Koagulase-negative Staphylokokken 15 (88%) 21 (95%) 11 (92%)
Micrococcus luteus 0 0 1 (100%)
Staphylococcus aureus 6 (100%) 7 (100%) 1 (100%)
a-hdmolysierende Streptokokken 3 (75%) 5(71%) 0
B-hdmolysierende Streptokokken Gruppe C 0 1 (50%) 0

Patienten gesamt 19 (100%) 25 (100%) 12 (92%)
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Tabelle 14: Aerobe und fakultativ anaerobe gramnegative Keime in den Lavageproben. In Klammern ist

angegeben, in wie viel Prozent einer positiven Biopsie auch eine positive Lavage gefunden wurde.

Spezies Kontrolle (n1=20) CRSNP" (n=30) CRSNP (n=13)
Citrobacter spp. 2 (100%) 0 0

Enterobacter spp. 1 (100%) 1 (50%) 0

Escherichia coli 0 1 (25%) 1 (100%)
Haemophilus influenzae 1 (100%) 3 (75%) 1 (25%)
Klebsiella oxytoca 0 2 (100%) 0

Proteus mirabilis 0 1 (100%) 0

Patienten gesamt 4 (100%) 9 (75%) 2 (40%)

Tabelle 15: Anaerobe grampositive Keime in den Lavageproben. In Klammern ist angegeben, in wie viel

Prozent einer positiven Biopsie auch eine positive Lavage gefunden wurde.

Spezies Kontrolle (n1=10) CRSNP" (n=17) CRSNP" (n=8)
Peptostreptokokkus spp. 1 (20%) 1 (25%) 1 (50%)
Propionibacterium spp. 8 (80%) 11 (73%) 5 (63%)
Patienten gesamt 8 (80%) 11 (73%) 5 (63%)

Tabelle 16: Anzahl koloniebildender Einheiten (KBE) je ml pathogener Keime in der nasalen Lavage bei

positivem Biopsienachweis fiir den gleichen Keim (Lavage+/Biopsie+) und bei negativem Biopsienachweis

(Lavage+/Biopsie-)

Kontrolle CRSNP" CRSNP
Lavage+/ Lavage+/ Lavage+/ Lavage+/ Lavage+/ Lavage+/
Biopsiet+ Biopsie- Biopsie+ Biopsie- Biopsie+ Biopsie-
10%-10° 10%10* 10%-10* 10%-10* 10
S. aureus 0
(n=6) (n=4) (n=7) (n=3) (n=1)
10* 10%-10° 10%-10° 102 102 102
H. influenzae
(n=1) (n=3) (n=3) (n=2) (n=1) (n=1)
_ 10° 10 10°
E. coli 0 0 0
(n=1) (n=1) (n=1)
Enterobacter 10? 10?
0 0 0 0
spp. (n=1) (n=1)
Citrobacter 10? 102
0 0 0 0
spp- (n=2) (n=1)
Klebsiella 10*-10° 102
0 0 0 0
oxytoca (n=2) (n=2)
10°
Proteus spp. 0 0 0 0 0
(n=1)
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3.2.3 Detaildarstellung der Kulturergebnisse von Sa und SASCV

Die Spikingkontrollen zeigten, dass der Nachweis von SASCV gelingt. In Uberstand und
Gewebe zusammen konnten etwa 2,5x10° von den 5x10° eingesetzten Keimen wieder
gefunden werden, wobei hiervon die Hilfte im Uberstand und die andere Hilfte im Gewebe
lokalisiert war. Die eingesetzten Bakterien behielten den SCV Phénotyp. Es zeigte sich keine
wesentliche Keimvermehrung wéhrend der 2-stiindigen Bebriitungszeit. Sowohl vor als auch
nach der Inkubationszeit befanden sich etwa 5x10° KBE in der Bakteriensuspension der

eingesetzten Verdiinnungen.

Der Nachweis von Sa und SASCV in der Bakterienkultur erfolgte an Biopsieproben und in
nasalen Lavagen. Betrachtet man Sa, der in den Biopsieproben nachgewiesen wurde, lielen
sich keine Unterschiede zwischen den drei Patientengruppen feststellen (p= 0,348). Bei den in
der Kultur der Biopsie positiven Patienten (n=14) wurden von 13 Patienten beiderseits
Biopsieproben entnommen, so dass ein Vergleich des Vorkommens von Sa zwischen den
beiden Nasenseiten moglich war. Bei neun der 13 Patienten (69 %) wurde Sa beiderseits

nachgewiesen. SASCV wurden in keiner der untersuchten Biopsieproben nachgewiesen.

Bezogen auf Sa, der in der Lavage isoliert wurde, gibt es Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen (p= 0,042, Chi-Square-Test). Der Fisher's Exact Test ergibt bei einem
Vergleich von Sa positiven Kontrollpatienten mit CRSNP™ Patienten einen signifikanten
Unterschied (p=0,027) mit weniger Sa positiven Proben bei CRSNP" Patienten. SASCV

wurden in keiner der untersuchten Lavagen nachgewiesen.
Sa konnte bei insgesamt 21 Patienten (32 %) mittels Bakterienkultur nachgewiesen werden,
wobei im Detail bei 10 Kontrollpatienten (48 %), bei 10 CRSNP" Patienten (32%) und bei 1

CRSNP" Patienten (8 %) Sa isoliert werden konnte.

Sa trat entweder isoliert in der nasalen Lavage auf oder gleichzeitig in Lavage und Biopsie.

Bei keinem der untersuchten Patienten trat Sa nur in der Biopsie auf.

Das Auftreten von Asthma, ASS-Intoleranz und Atopie stand nicht im Zusammenhang mit

dem Vorkommen von Sa (p>0,05).
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3.3 Sa-spezifische Real-time PCR

Neben der kulturellen Anzucht der Keime bieten molekularbiologische Methoden wie die
Real-time PCR eine sensitive und spezifische Nachweismethode fiir Sa. Es wurden zwei
verschiedene PCRs mit unterschiedlichen Genzielsequenzen (Sa442-Gen und nuc-Gen)

verwendet.

Die Sa442-PCR sowie die nuc-PCR wurden mit 52 der 65 untersuchten Proben durchgefiihrt.
Bei den restlichen 13 Proben reichte die Gewebemenge nicht. Bei den Proben handelte es sich
um 20 Proben von Kontrollpatienten, 11 von CRSNP™ Patienten und 21 von CRSNP"
Patienten.

Von den 52 Proben, die mittels PCR untersucht wurden, waren 12 Proben in der Biopsie
kulturell positiv. Die Sa442-PCR war insgesamt bei 9 Patienten positiv: Sieben Proben waren
sowohl in der Kultur der Biopsie als auch in der Sa442-PCR positiv, bei zwei Proben die in
der Sa442-PCR positiv waren, zeigte die Kultur der Biopsien ein negatives Ergebnis. Die
Sensitivitdt der Sa442-PCR im Vergleich zu der Bakterienkultur der Biopsie betrug in dieser
Studie 58 %, die Spezifitit 95 %. Bei der nuc-PCR gab es 10 positive Proben. Sieben davon
waren auch in der Kultur der Biopsie positiv. Drei der nuc-PCR positiven Proben waren
negativ in der Kultur. Die Sensitivitit der nuc-PCR unter unseren Versuchsbedingungen

betrug 58 %, die Spezifitit 93 %. Zum Vergleich der beiden PCRs siehe Tabelle 17.

Tabelle 17: Vergleich von nuc-PCR und Sa442-PCR

Sa442-PCR positiv Sa442-PCR negativ Summe
nuc-PCR positiv 4 6 10
nuc-PCR negativ 5 37 42
Summe 9 43 52

Fasst man beide PCRs zusammen und betrachtet diese als positiv, wenn mindestens eine der
beiden PCRs positiv war, so betragt die Sensitivitdt der PCR im Vergleich zur Bakterienkultur

aus den Biopsien 83 % und die Spezifitit 88 %. Details hierzu sh. Tabelle 18.

Tabelle 18: Vergleich der PCR gesamt mit der Kultur

PCR gesamt positiv PCR gesamt negativ Summe
Kultur positiv 10 2 12
Kultur negativ 5 35 40
Summe 15 37 52
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Abbildung 4: nuc-PCR der Proben 56-66
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Die Grafik zeigt die Stérke des Fluoreszenzsignals in Abhdngigkeit der Zyklenzahl. Die braune Kurve stellt die
Positivkontrolle dar. Die Negativkontrollen zeigen kein Fluoreszenzsignal. Als positiv gelten die Probe 59 links

sowie 66 links.
3.4 FISH

Mit der FISH sollte eine weitere schnelle und spezifische Nachweismethode fiir Sa direkt aus
dem Gewebe untersucht werden. Zundchst wurden Vorversuche mit herkdmmlichen DNA-
Sonden  durchgefiihrt, bei denen u.a.  verschiedene  Lysereagenzien  und
Inkubationsbedingungen untersucht wurden. AnschlieBend wurden Versuche mit PNA-

Sonden, die ein besseres Penetrationsverhalten in die Bakterien aufweisen, durchgefiihrt.

3.4.1 Ergebnisse der Vorversuche

Die Vorversuche wurden an Nativausstrichen von Sa bzw. SASCV sowie an
Paraffingewebsschnitten von Polypengewebe, welches mit Sa infiziert wurde, durchgefiihrt.
Es wurde eine Nachweisrate von 100 % erwartet. Mit dem unspezifischen Marker DAPI
waren die Proben in 100 % positiv. Mit den Sa- spezifischen DNA-Sonden lieen sich der
normale Phénotyp von Sa und SASCV nur unregelmifig anfirben. Bei der Lyse mit dem
Lysostaphin-Lysozym-Mix wurde Sa mit normalem Phénotyp 30-100 % angefdrbt, SCV bis
max. 40 %.

Mit der Mutanolysin-Lysozym-Lyse wurden bei Sa mit normalem Phénotyp keine konstanten
Ergebnisse (10-80 % Anfdarbung) erzielt, bei SCV wurden mit der ML-Lyse eine Anfarbung
von 40-70 % erreicht. Die Hybridisierungszeit hatte keinen Einfluss auf die Menge der
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angefarbten Bakterien. Somit konnten mit DNA-Sonden keine einheitlichen Ergebnisse mit
Sa und SASCYV erreicht werden, so dass beschlossen wurde die FISH mit PNA-Sonden zu
testen, da diese leichter in Bakterien eindringen. Die genauen Ergebnisse der Vorversuche mit

DNA-Sonden konnen der Tabelle 19 enthnommen werden.

Tabelle 19: Ergebnisse der Vorversuche zur FISH mit DNA-Sonden

Datum Lyse T, THyb2 Eubakterielle (EUB) Sonde (%)’ Sa-spezif. Sonde (%)’
Sa 825 SCV-1 Sa 825 SCV-1

30.5. LL* 15 90 30 10-20 30 10-20
L.6. LL 20 |90 30-50 5-10 30-50 5-10
L.6. LL 20 120 30-50 5-10 30-50 5-10
8.6. LL 20 |90 50 5-10 50 5-10
1.6. LL 25 90 80 5-10 80 5-10
1.6. LL 25 120 70-80 5-10 70-80 5-10
8.6. LL 30 |90 90-100 20 90-100 20
8.6. LL 40 |90 50-60 40 50-60 40
8.6. ML’ 20 90 10-20 60 10-20 60
8.6. ML 20 90 80 70 80 70
14.6. ML 20 90 80 70 80 70
14.6. ML 20 90 10-30 50 10-30 50
1.6. ML 30 90 20 50-70 20 50-70
1.6. ML 30 120 10 40 10 40

"T = Lysezeit in Min

2 Tuy= Hybridisierungszeit in Min

? die Zahlen entsprechen jeweils den % an angefirbten Bakterien im Vergleich zu DAPI (100 %)
* LL= Lysozym-Lysostaphin-Mix

° ML= Mutanolysin-Lysozym-Mix

Direktausstriche von Sa mit normalem Phénotyp und SASCV ergaben mit den Sa
spezifischen PNA Sonden eine Anfarbung von 60-80 %. Versuche mit Paraffinschnitten von
mit Sa gespiktem Gewebe erzielten eine Anfarbung von 50-60 % nach Lyse des Gewebes mit
Proteinase K sowie Bebriitung iiber Nacht. Bei den Versuchen mit Gewebe wurde zum Teil
eine starke Autofluoreszenz in den dichten Gewebsbereichen festgestellt. Objekttrager, die
zur Unterdriickung der Autofluoreszenz mit Osmiumtetroxid vorbehandelt wurden, zeigten
eine Anfiarbung von 10-20 % der Bakterien. Die Ergebnisse der Vorversuche mit PNA-

Sonden konnen der Tabelle 20 entnommen werden.
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Tabelle 20: Ergebnisse der Vorversuche zur FISH mit PNA-Sonden

Datum | Probe Vorbehandlung Ty' Sa-PNA (%)2 Bemerkungen
Sa 825 SCV
23.6 BK’ Keine 90 70 80
BK Keine 90 60 60
266. |G Prot.K N’ 0 k.p.°
G Prot.K i.N. 20-30 k.P.
29.6. G Keine 90 40 k.P. starke AF’
G Keine 90 20 k.P. starke AF
G Prot.K 90 30 k.P. starke AF
G Prot.K 90 10 k.P. starke AF
3.7. G Prot.K 90 50-60 k.P.
G Prot.K i.N. 50-60 k.P.
G Prot.K+ Osm.* 90 10 k.P. Schwache Leuchtkraft der Sonden
G Prot. K+ Osm i.N. 20 k.P. Schwache Leuchtkraft der Sonden

! Ty = Hybridisierungszeit in Min

? die Zahlen entsprechen jeweils den % an angefirbten Bakterien im Vergleich zu DAPI (100 %)

3 BK = methanolfixierte Ausstriche von Bakterienkolonien

* G = Entparaffinisierte Gewebsschnitte von mit Sa gespiktem Gewebe

> {i.N.= iiber Nacht Inkubation (ca. 18 h)

8 k.P.= keine Préiparate mit Gewebe und SCV untersucht

7 AF = Autofluoreszenz des Gewebes

¥ Osm.= Behandlung mit Osmiumtetroxid
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3.4.2 Ergebnisse der FISH mit Patientenproben

Insgesamt wurden Paraffinschnitte von 51 Patienten mit der FISH untersucht. Es wurden die
PNA-Sonden verwendet. Von diesen 51 Patienten waren 10 in der Kultur der Biopsie positiv.
Eine der untersuchten Proben war in der FISH positiv. Diese Probe war kulturell in der
Lavage positiv und in der Biopsie negativ. Ein Bild der positiven Probe ist in Abbildung 5
dargestellt. Es kann nicht festgestellt werden, ob die Keime intrazelluldr oder extrazellulér

liegen.

Abbildung 5: Positive Probe in der FISH

Die linke Abbildung zeigt einen Ausschnitt eines mit DAPI gefarbten Gewebsschnittes, die rechte Abbildung

zeigt denselben Ausschnitt mit der Sa- spezifischen Sonde. Die Pfeile zeigen auf Sa.

3.5 Nachweis von intrazellularem Sa in humanen Zellen

3.5.1 Lyse der Zellen

Zunichst wurden einige Verfahren zur Lyse der Zellen untersucht, damit die intrazelluldren
Bakterien angeziichtet werden konnten. Bei der Zugabe von Triton X 100, unabhingig von
der Inkubationszeit, sowie der Zugabe von SDS kam es zur Bildung eines Zellklumpens, der
nicht pipettierbar war. Nach der Zugabe von Aqua dest. waren auf dem Objekttriger wenige
Zellen erkennbar, von denen die meisten noch intakt waren. Auch hier kam es zur Ausbildung
eines Zellklumpens, so dass nur wenige Zellen auf den Objekttrager aufgebracht werden
konnten. Bei der Lyse der Zellen mit Aqua dest. und anschlieBender mechanischer Lyse der
Zellen durch Aspiration der Suspension durch eine 27G Nadel zeigte sich keine

Koagelbildung und auf dem Objekttriger waren fast alle Zellen mit Trypanblau angefarbt,
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also lysiert (ermittelte Zellzahl nach Lyse mit Aqua dest. und Nadel 1,7x10° Zellen von
urspriinglich 4x 10° Zellen).

3.5.2 Viabilitat der Bakterien nach Lysebehandlung der Zellen

Da die Zellen zur Freisetzung der Bakterien lysiert werden mussten, wurden Versuche
durchgefiihrt um festzustellen, ob die Lysebehandlung mit Aqua dest. und anschlieBender
mechanischer Lyse mittels Nadelaspiration die Bakterien abtotet. Nach der Lysebehandlung
konnten 2x10° KBE von etwa 1x10® urspriinglich eingesetzten Bakterien nachgewiesen
werden. Die Bakterien wurden nicht abgetdtet. Somit erwies sich die Lysebehandlung mit
Aqua dest. und anschlieBender mechanischer Lyse sowohl hinsichtlich der Lyseeftizienz als
auch hinsichtlich Viabilititserhalt der untersuchten Keime als {iberlegen und wurde in den

Folgeversuchen eingesetzt.

3.5.3 Bestimmung des geeigneten SCV-Bakterienstammes

Fiir die Zellkulturversuche standen zwei Sa-Stdmme zur Verfiigung, die jeweils einen
Elternstamm mit normalem Phédnotyp und einen SCV-Phédnotyp umfassten. Sie waren von
einem CF-Patienten isoliert worden. Bei SCV-B handelt es sich um den SCV-Phinotyp des
Elternstammes Sa-B mit normalem Phénotyp, ebenso ist SCV-R der zugehorige SCV-Stamm
von Sa-R. Nach der Infektion von MM6 Zellen mit SCV-B und Sa-B konnten nach
zweistiindiger Inkubationszeit, Abtdtung der extrazelluldren Bakterien mit einem nicht-
membrangingigen Antibiotikum und anschieBender Lyse der Zellen etwa 6x10° KBE SCV-B
und 4x10” KBE Sa-B nachgewiesen werden. Bei SCV-R waren 7x10° KBE und bei Sa-R
2x10° KBE intrazelluldr nachweisbar. Da bei Sa-R und SCV-R das Invasionsvermogen
anndhernd gleich war, erwies sich der Stamm Sa-R mit zugehorigem SCV-R als geeigneter

fiir die folgenden Untersuchungen.

3.5.4 Wachstum von BEAS-2B Zellen

Um die Anzahl von Zellen nach zweitdgiger Bebriitung feststellen zu konnen, und aus dieser
Zellzahl dann die benotigte Bakterienzahl bestimmen zu kénnen, wurde ein Vorversuch zum
Wachstum von B2B Zellen durchgefiihrt. Die Beurteilung der Zellen unter dem Mikroskop
nach zweitigiger Bebriitung ergab bei allen Flaschen mit einer Ausgangszellmenge von 1x10°
einen konfluenten Zellrasen mit spindelformigen Zellen. Eine Auszdhlung dieser Flaschen
ergab im Durchschnitt 1,8x10° Zellen je Flasche. Bei der Inkubation von 5x10° Zellen fiir
zweil Tage waren auch diese konfluent und zeigten eine eher kugelige Form und lagen dichter

beisammen. Das Auszihlen ergab eine durchschnittliche Zellzahl von etwa 1x10’. Somit
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erwies sich eine Zellzahl von 1x10° als giinstiger und wurde in den Folgeversuchen

eingesetzt.

3.5.5 Internalisierung in MM6 Zellen

Um das Invasionsvermodgen von Sa und SASCV in MM6 Zellen zu charakterisieren, wurde
die intrazelluldre Keimzahl bei verschiedenen Infektionsdosen (1:5, 1:10 und 1:20) nach einer
Inkubationszeit von zwei Stunden sowie unterschiedliche Inkubationszeiten (1 h, 2 h, 3 h und
24 h) bei einer Infektionsdosis von 1:10 untersucht. Extrazelluldre Keime wurden nach der
Inkubationszeit durch Zugabe des rein extrazelluldr wirksamen Antibiotikums Gentamycin
bei Sa bzw. Lysostaphin bei SCV abgetdtet. Die Uberpriifung der Wirksamkeit des
Antibiotikums ergab in allen Versuchen eine Abtdtung der extrazelluliren Keime von 99,8 %.
Das bedeutet, dass nach Abtotung der extrazelluliren Keime und anschlieBender Zelllyse
tatsdchlich nur die zum Zeitpunkt der Antibiotikazugabe intrazelluldr gelegenen Keime erfasst

wurden.

Die Menge intrazelluldrer Keime war im untersuchten Dosisbereich unabhéngig von der
Infektionsdosis (Abbildung 6). Nach der fiir diese Versuche gewihlten Inkubationszeit von 2
h war der normale Sa Phénotyp in sehr viel hherer Anzahl intrazelluldr nachweisbar als der

SCV-Phénotyp (p=<0,001).

Abbildung 6: Ergebnisse der Vorversuche mit MM6 Zellen mit unterschiedlichen Infektionsdosen,

abgebildet ist die Anzahl intrazelluliirer KBE sowie der Standardfehler, Inkubationszeit: 2 h
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Die Inkubationszeit hatte sehr unterschiedliche Auswirkungen auf die Anzahl intrazelluldrer
Keime, je nachdem ob es sich um Sa oder um SASCV handelte. War nach 1 h, 2 hund 3 h
jeweils mehr Sa (ca. 1,5x10" KBE) intrazelluldr nachweisbar als SASCV (ca. 0,4x10” KBE),
kehrte sich diese Relation nach 24 h Bebriitung um (Abbildung 7). Nach 24 h war Sa in sehr
geringer Menge (ca. 6x10° KBE) intrazellulir nachweisbar, dafiir eine vergleichsweise sehr
hohe Zahl von 6x10" KBE des SCV-Phinotyps. Bei Sa zeigten zusitzliche Versuche, dass

dieser bereits nach 30 min intrazellular nachweisbar war.

Abbildung 7: Ergebnisse der Vorversuche mit MM6 Zellen mit unterschiedlichen Inkubationszeiten,

abgebildet ist die Anzahl intrazelluléirer KBE sowie der Standardfehler, MOI: 1:10
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3.5.6 Internalisierung in B2B Zellen

Um das Internalisierungsverhalten von Sa und SASCV in B2B Zellen zu untersuchen, wurden
verschiedene Infektionsdosen und unterschiedliche Inkubationszeiten angewandt. Auch hier
wurde nach der Inkubation das Antibiotikum Gentamycin (normaler Phanotyp von Sa) bzw.
Lysostaphin bei SASCV zur Abtotung der extrazelluldren Bakterien angewendet. Bei den
Invasionsversuchen mit B2B Zellen wurden nach Zugabe des Antibiotikums 99,8 % der
extrazelluldren Keime abgetdtet. Versuche zum Einfluss der eingesetzten Infektionsdosis auf
die Menge intrazelluldrer Bakterien ergaben, dass die Menge intrazelluldrer Keime bei
SASCV und bei dem normalen Phénotyp von Sa unabhingig von der MOI ist. Es konnten in
etwa gleich viele SASCV wie Sa mit normalem Phénotyp intrazelluldr nachgewiesen werden

(sh. Abbildung 8).

Abbildung 8: Ergebnisse der Vorversuche mit B2B Zellen zur Bestimmung der MOI, abgebildet sind die

Menge intrazellulirer KBE sowie der Standardfehler
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Hinsichtlich der Inkubationszeiten zeigte sich eine dhnliche Kinetik wie bei MM6 Zellen. Bei
dem normalen Phinotyp von Sa wurden nach 24 h weniger intrazelluldire Keime
nachgewiesen (5,2x10” KBE) als nach 3 h (1,9x10® KBE). Die Anzahl von Sa war nach 1 h
etwas hoher als die von SASCV, nach 2 h, 3 h und 24 h lag die Anzahl intrazelluldrer SASCV
deutlich hoher als die Anzahl intrazelluldrer Sa vom normalen Phénotyp (Abbildung 9). Nach
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24 h Bebriitung wurden in etwa gleich viele KBE von SASCV nachgewiesen wie nach 3 h
Bebriitung (3,7x10* KBE nach 24 h gegeniiber 2,6x10® KBE nach 3 h Bebriitung).

Abbildung 9: Ergebnisse der Vorversuche mit B2B Zellen zur Bestimmung der Inkubationszeit,

abgebildet sind die Menge intrazelluliirer KBE sowie der Standardfehler
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3.6 Proteinbestimmungen

Um die zelluldren Wirkungen einer Sa-Infektion ndher zu untersuchen, wurden MM6 Zellen
und B2B Zellen mit unterschiedlichen Stdmmen von Sa und SASCV sowie mit dem
apathogenen Keim S.epi und Silikapartikeln als avitalen Stimulus infiziert. Bei der Kontrolle
wurden die Zellen gleich lang bebriitet wie bei den Infektionsversuchen. Die Kontrolle mit
Silikapartikeln diente dazu, die zelluldre Reaktion auf einen abiotischen Phagozytosestimulus
zu untersuchen. Nach der Inkubationszeit von 24 h wurde der Zellkulturiiberstand gewonnen

und in diesem elf verschiedene Zytokine bestimmt.
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3.6.1 MM6 Zellen

Nach einbringen von Silikapartikeln kam es im Vergleich zur Kontrolle zu einem Anstieg von

IL-1B, IL-6, IL-8, IFN-y und TNF-o. (Tabelle 21)

Tabelle 21: Konzentrationen der Zytokine in pg/ml im Zellkulturiiberstand von MM6 Zellen nach
Expsoition mit Silikapartikeln. Angegeben sind der Median sowie Minimum und Maximum, der p-Wert wurde

mittels Mann-Whitney-Test ermittelt

Kontrolle(n=12) Silikapartikel (n=6) p=

IL-1B 2,0 (0-18,7) 113,3 (8,7-114,5) 0,002
IL-2 21,4 (0-31,4) 24,1 (17,7-51,2) 0,223
1L-4 0 (0-6,6) 0 (0-63,9) 0,149
IL-5 6,8 (0-13,7) 11,06 (6,0-26,5) 0,073
IL-6 0 (0-15,2) 53,4 (35,2-63,6) 0

IL-8 2458,2 (564,4-5885,6) 6989,1 (2409,2-10412,5) 0,031
IL-10 20,8 (18,6-32,9) 20,6 (20,3-23,9) 0,888
IL-12 0 (0-0) 0 (0-16,4) 0,157
IFN-y 30,0 (0-42,2) 34,0 (31,6-44,8) 0,009
TNF-a 16,3 (15,0-18,2) 17,5 (16,7-21,1) 0,021
TNF-p 0(0-12,4) 0 (0-0) 0,480

Nach Infektion mit S.epi. kam es im Vergleich zur Kontrolle zu einem Anstieg von IL-1p, IL-

4, 1L-5, IL-6, IL-10, TNF-0, und TNF-B (Tabelle 22).

Tabelle 22: Konzentrationen der Zytokine in pg/ml im Zellkulturiiberstand von MM6 Zellen nach
Infektion mit S.epi. Angegeben sind der Median sowie Minimum und Maximum, der p-Wert wurde mittels

Mann-Whitney-Test ermittelt

Kontrolle (n=12) S.epi (n=6) p=

IL-1P 2,0 (0-18,7) 14155,0 (12454,3-18929,0) 0,001
IL-2 21,4 (0-31,4) 20,7 (13,6-28,5) 0,851
1L-4 0 (0-6,6) 3,3 (0-19,7) 0,039
IL-5 6,8 (0-13,7) 12,9 (10,4-18,4) 0,003
IL-6 0(0-15,2) 4177,3 (1980,2-8192,9) 0

IL-8 2458,2 (564,4-5885,6) 4340,2 (3594,8-4546,1) 0,055
IL-10 20,8 (18,6-32,9) 45,8 (29,1-148,2) 0,001
IL-12 0 (0-0) 0(0-2,2) 0,157
IFN-y 30,0 (0-42,2) 29,5 (0-34,2) 0,925
TNF-a 16,3 (15,0-18,2) 11832,3 (2567,8-30092,2) 0,001
TNF-p 0(0-12,4) 34,9 (25-41,1) 0
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Eine Infektion von MM6 Zellen mit dem normalen Phénotyp von Sa fiihrte zu einem Anstieg

aller Zytokine (Tabelle 23).

Tabelle 23: Konzentrationen der Zytokine in pg/ml im Zellkulturiiberstand von MM6 Zellen nach

Infektion mit dem normalen Phéinotyp von Sa. Angegeben sind der Median sowie Minimum und Maximum,

der p-Wert wurde mittels Mann-Whitney-Test ermittelt

Kontrolle (n=12) Sa norm. Phéinotyp (n=6) p=
IL-1P 2,0 (0-18,7) 7472,2 (6064,8-14741,2) 0,001
IL-2 21,4 (0-31,4) 173,6 (96,2-212,8) 0,001
1L-4 0 (0-6,6) 95,74 (52,9-113,7) 0
IL-5 6,8 (0-13,7) 32,4 (23,5-34,4) 0,001
IL-6 0(0-15,2) 16283,2 (11420,0-21686,3) 0
IL-8 2458,2 (564,4-5885,6) 16926,9 (11006,1-22219,4) 0,001
IL-10 20,8 (18,6-32,9) 148,9 (91,5-276,7) 0,001
IL-12 0 (0-0) 20 (10,3-25,2) 0
IFN-y 30,0 (0-42,2) 528,4 (266,4-678,9) 0,001
TNF-a 16,3 (15,0-18,2) 10336,1 (7873,2-25730,0) 0,001
TNF-p 0(0-12,4) 822,4 (466,9-1134,9) 0

Eine Infektion von MM6 Zellen mit Sa positiv fiir Enterotoxin C (SASAGQG) fiihrte zu einer
vermehrten Ausschiittung aller Zytokine aufler IL-10 (Tabelle 24).

Tabelle 24: Konzentrationen der Zytokine in pg/ml im Zellkulturiiberstand von MM6 Zellen nach

Infektion mit superantigen bildendem Sa. Angegeben sind der Median sowie Minimum und Maximum, der

p-Wert wurde mittels Mann-Whitney-Test ermittelt

Kontrolle (n=12) SASAG (n=6) p=
IL-1B 2,0 (0-18,7) 14150,6 (10463,0-16979,6) 0,001
IL-2 21,4 (0-31,4) 127,7 (104,6-143,5) 0,001
1L-4 0 (0-6,6) 51,1 (24,6-61,7) 0
IL-5 6,8 (0-13,7) 32,0 (20,2-35,2) 0,001
IL-6 0(0-15,2) 2004,3 (833,6-5461,7) 0
IL-8 2458,2 (564,4-5885,6) 11919,9 (10628,6-13605,7) 0,001
IFN-y 30,0 (0-42,2) 267,1 (226,6-298,7) 0,001
IL-10 20,8 (18,6-32,9) 21,1 (20,3-22,9) 0,779
IL-12 0 (0-0) 19,8 (13,7-22,7) 0
TNF-a 16,3 (15,0-18,2) 25252,5 (7447,5-35509,8) 0,001
TNF-p 0(0-12,4) 158,1 (139,5-172,6) 0
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Nach Infektion mit SASCV konnte ein Anstieg aller gemessenen Zytokine detektiert werden
(Tabelle 25).

Tabelle 25: Konzentrationen der Zytokine in pg/ml im Zellkulturiiberstand von MM6 Zellen nach
Infektion mit SASCV. Angegeben sind der Median sowie Minimum und Maximum, der p-Wert wurde mittels

Mann-Whitney-Test ermittelt

Kontrolle (n=12) SASCYV (n=6) p=
IL-1P 2,0 (0-18,7) 13178,9 (10135,0-15771,6) 0,001
IL-2 21,4 (0-31,4) 99,1 (70,8-114,1) 0,001
1L-4 0 (0-6,6) 48,9 (36,0-88,4) 0
IL-5 6,8 (0-13,7) 24,6 (17,7-34,4) 0,001
IL-6 0(0-15,2) 16158,9 (13908,0-36579,2) 0
IL-8 2458,2 (564,4-5885,6) 8131,4 (7127,4-9999.4) 0,001
IL-10 20,8 (18,6-32,9) 128,5 (50,5-164,9) 0,001
IL-12 0 (0-0) 14,3 (4,3-29,2) 0
IFN-y 30,0 (0-42,2) 216,8 (136,0-324,8) 0,001
TNF-a 16,3 (15,0-18,2) 2438,0 (1240,1-5013,3) 0,001
TNF-p 0(0-12,4) 344,53 (126,6-474,6) 0

Die Infektion mit dem Elternstamm Sa-R fiihrte zu einer vermehrten Ausschiittung aller

gemessenen Zytokine (Tabelle 26).

Tabelle 26: Konzentrationen der Zytokine in pg/ml im Zellkulturiiberstand von MM6 Zellen nach

Infektion mit Sa Elternstamm. Angegeben sind der Median sowie Minimum und Maximum, der p-Wert

wurde mittels Mann-Whitney-Test ermittelt

Kontrolle (n=12) Sa Elternstamm (n=6) p=

IL-1B 2,0 (0-18,7) 16183,9 (13960,0-17829,4) 0,001
IL-2 21,4 (0-31,4) 226,2 (205,8-240,1) 0,001
1L-4 0 (0-6,6) 153,6 (134,1-164,5) 0
IL-5 6,8 (0-13,7) 377,8 (33,6-49,5) 0,001
IL-6 0(0-15,2) 3201,2 (1380,3-7298,5) < 0,001
IL-8 2458,2 (564,4-5885,6) 18224,4 (16190,0-23952,7) 0,001
IL-10 20,8 (18,6-32,9) 28,2 (24,3-33,6) 0,009
IL-12 0 (0-0) 38,1 (27,0-42,2) 0
IFN-y 30,0 (0-42,2) 654,5 (598,6-780,2) 0,001
TNF-a 16,3 (15,0-18,2) 28792,1 (21625,61-50507,3) 0,001
TNF-p 0(0-12,4) 975,5 (792,9-1147.9) 0
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Vergleicht man die Zytokinausschiittung von MM6 Zellen die mit SASCV oder dem
Elternstamm infiziert wurden, so wird nach SCV-Infektion mehr IL-6 und IL-10
ausgeschiittet, nach Infektion mit dem Elternstamm werden IL-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-8, IL-
12, TNF-a und TNF-B vermehrt gebildet (Tabelle 27).

Tabelle 27: Konzentrationen der Zytokine in pg/ml im Zellkulturiiberstand von MM6 Zellen nach
Infektion mit SASCV im Vergleich zu dem Elternstamm mit normalem Phénotyp. Angegeben sind der

Median sowie Minimum und Maximum, der p-Wert wurde mittels Mann-Whitney-Test ermittelt

Sa Elternstamm (n=6) SASCYV (n=6) p=
IL-1B 16183,9 (13960,0-17829,4) 13178,9 (10135,0-15771,6) 0,008
IL-2 226,2 (205,8-240,1) 99,1 (70,8-114,1) 0,004
1L-4 153,6 (134,1-164,5) 48,9 (36,0-88,4) 0,004
IL-5 377,8 (33,6-49,5) 24,6 (17,7-34,4) 0,008
IL-6 3201,2 (1380,3-7298,5) 16158,9 (13908,0-36579,2) 0,004
IL-8 18224,4 (16190,0-23952,7) 8131,4 (7127,4-9999,4) 0,004
IL-10 28,2 (24,3-33,6) 128,5 (50,5-164,9) 0,004
IL-12 38,1 (27,0-42,2) 14,3 (4,3-29,2) 0,006
IFN-y 654,5 (598,6-780,2) 216,8 (136,0-324,8) 0,004
TNF-a 28792,1 (21625,61-50507,3) 2438,0 (1240,1-5013,3) 0,004
TNF-p 975,5(792,9-1147,9) 344,53 (126,6-474,6) 0,004

Eine Infektion mit allen Sa-Stdmmen l0ste sowohl die Bildung von Tyl als auch von Ty2

Zytokinen aus, so dass keine Polarisation beobachtet werden konnte.
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3.6.2 B2B Zellen

Nach der Stimulation von B2B Zellen mit Silikapartikeln wurden alle hier gemessenen

Zytokine auBBer IL-10 und TNF-B vermehrt ausgeschiittet (Tabelle 28).

Tabelle 28: Konzentrationen der Zytokine in pg/ml im Zellkulturiiberstand von B2B Zellen nach
Stimulation mit Silikapartikeln. Angegeben sind der Median sowie Minimum und Maximum, der p-Wert

wurde mittels Mann-Whitney-Test ermittelt

Kontrolle (n=12) Silikapartikel (n=6) pP=
IL-1p 0 (0-0) 0(0-2,5) 0,040
IL-2 0(0-25,7) 44,9 (34,7-74,8) 0
1L-4 0 (0-25,0) 40,1 (0-62,9) 0,005
IL-5 0 (0-0) 4,3 (0-14,1) 0,002
IL-6 16,9 (0,2-102,3) 343,9 (9,3-433,9) 0,011
IL-8 124,7 (54,2-386,8) 751,2 (82,1-1204,6) 0,015
IL-10 0 (0-0) 0(0-2,21) 0,157
IL-12 0 (0-0) 12,5 (0-21,3) 0
IFN-y 0 (0-8,5) 18,5 (0-42,0) 0,006
TNF-o 0 (0-0) 0,4 (0-8,3) 0,009
TNF-p 0 (0-0) 0 (0-0) 1

Eine Infektion mit S.epi fiihrte zu einem Anstieg von IL-1p, IL-6 und IL-8 (Tabelle 29).

Tabelle 29: Konzentrationen der Zytokine in pg/ml im Zellkulturiiberstand von B2B Zellen nach
Infektion mit S.epi. Angegeben sind der Median sowie Minimum und Maximum, der p-Wert wurde mittels

Mann-Whitney-Test ermittelt

Kontrolle (n=12) S.epi (n=6) p=

IL-1B 0 (0-0) 154,7 (95,6-217.,5) 0
IL-2 0(0-25,7) 16,6 (0-25,7) 0,074
IL-4 0 (0-25,0) 0 (0-26,2) 1
IL-5 0 (0-0) 0 (0-0) 1
IL-6 16,9 (0,2-102,3) 124,8 (75,1-208,4) 0,001
IL-8 124,7 (54,2-386,8) 541,2 (329,3-969,9) 0,002
IL-10 0 (0-0) 0 (0-0) 1
IL-12 0 (0-0) 0 (0-0) 1
IFN-y 0 (0-8,5) 0 (0-0) 0,48
TNF-a 0 (0-0) 0 (0-0) 1
TNF-B 0 (0-0) 0 (0-0) 1
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Im Vergleich zu den Negativkontrollen flihrte eine Infektion mit dem normalen Phéanotyp von

Sa zu einem Anstieg von allen Zytokinen auf3er IL-10 (Tabelle 30)

Tabelle 30: Konzentrationen der Zytokine in pg/ml im Zellkulturiiberstand von B2B Zellen nach

Infektion mit Sa mit normalem Phiinotyp. Angegeben sind der Median sowie Minimum und Maximum, der

p-Wert wurde mittels Mann-Whitney-Test ermittelt

Kontrolle (n=12) Sa norm. Phéinotyp (n=6) p=
IL-1B 0 (0-0) 8,6 (1,6-13,9) 0
IL-2 0 (0-25,7) 87,1 (74,3-101,3) 0
1L-4 0 (0-25,0) 51,3 (48,6-63.4) 0
IL-5 0 (0-0) 24,2 (9,7-39,1) 0
IL-6 16,9 (0,2-102,3) 1188,8 (56,3-1470,2) 0,001
IL-8 124,7 (54,2-386,8) 7695,1 (4450,4-13312,6) 0,001
IL-10 0 (0-0) 0(0-1) 0,157
IL-12 0 (0-0) 30,2 (25,8-58,3) 0
IFN-y 0 (0-8,5) 220,1 (180,2-258,4) 0
TNF-a 0 (0-0) 46,2 (37,0-73,7 0
TNF-f 0 (0-0) 219,1 (169,7-502,5) 0

Die Infektion von B2B Zellen mit superantigen bildendem Sa fiihrte zu einer vermehrten

Ausschiittung von IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8, IFN-y sowie TNF-a und —f (Tabelle 31).

Tabelle 31: Konzentrationen der Zytokine in pg/ml im Zellkulturiiberstand von B2B Zellen nach

Infektion mit superantigenbildendem Sa. Angegeben sind der Median sowie Minimum und Maximum, der p-

Wert wurde mittels Mann-Whitney-Test ermittelt

Kontrolle (n=12) SASAG (n=6) p=
IL-1p 0 (0-0) 76,4 (62,7-86,6) 0
IL-2 0(0-25,7) 35,3 (0-53,6) 0,003
IL-4 0 (0-25,0) 22,2 (0-22,6) 0,421
IL-5 0 (0-0) 0 (0-0) 1
IL-6 16,9 (0,2-102,3) 118,2 (90,0-139,9) 0,001
IL-8 124,7 (54,2-386,8) 1328,3 (1040,0-1596,1) 0,001
IL-10 0 (0-0) 0 (0-0) 1
IL-12 0 (0-0) 0 (0-0) 1
IFN-y 0(0-8,5) 46,7 (19,7-74,6) 0
TNF-a 0 (0-0) 6,2 (1,3-13,2) 0
TNF-p 0 (0-0) 0,6 (0-15,9) 0,009
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Ein Anstieg aller Zytokine aufler IL-10 konnte nach Infektion mit SASCV gemessen werden
(Tabelle 32).

Tabelle 32: Konzentrationen der Zytokine in pg/ml im Zellkulturiiberstand von B2B Zellen nach

Infektion mit SASCV. Angegeben sind der Median sowie Minimum und Maximum, der p-Wert wurde mittels

Mann-Whitney-Test ermittelt

Kontrolle (n=12) SASCYV (n=6) p=
IL-1B 0 (0-0) 7,2 (0-21,8) 0,009
IL-2 0 (0-25,7) 82,9 (50,4-116,4) 0
1L-4 0 (0-25,0) 34,4 (22,6-39.,9) 0,002
IL-5 0 (0-0) 0,3 (0-8,8) 0,009
IL-6 16,9 (0,2-102,3) 470,6 (138,2-709,9) 0,001
IL-8 124,7 (54,2-386,8) 6456,6 (2625,4-9548,0) 0,001
IL-10 0 (0-0) 0 (0-0) 1
IL-12 0 (0-0) 12,8 (0-28,9) 0,002
IFN-y 0 (0-8,5) 162,9 (115,1-379,5) 0
TNF-a 0 (0-0) 52,6 (19,1-95,2) 0
TNF-f 0 (0-0) 226,9 (94,8-527,0) 0

Auch nach Infektion mit dem Elternstamm von SASCV wurden alle Zytokine bis auf IL-10

vermehrt ausgeschiittet.

Tabelle 33: Konzentrationen der Zytokine in pg/ml im Zellkulturiiberstand von B2B Zellen nach
Infektion mit dem Elternstamm von SASCV mit normalem Phénotyp. Angegeben sind der Median sowie

Minimum und Maximum, der p-Wert wurde mittels Mann-Whitney-Test ermittelt

Kontrolle (n=12) Sa Elternstamm (n=6) p=
IL-1p 0 (0-0) 35,0 (25,0-64,1) 0
IL-2 0 (0-25,7) 114,2 (65,0-132,2) 0
IL-4 0 (0-25,0) 3,2 (29,9-39.,9) 0
IL-5 0 (0-0) 3,9 (0-7) 0,002
IL-6 16,9 (0,2-102,3) 89,2 (55,3-118,2) 0,004
IL-8 124,7 (54,2-386,8) 3534,2 (3262,2-3915,7) 0,001
IL-10 0 (0-0) 0 (0-0) 1
IL-12 0 (0-0) 23,5 (0-45,4) 0
IFN-y 0(0-8,5) 214,2 (161,3-263,6) 0
TNF-a 0 (0-0) 90,2 (52,9-92,7) 0
TNF-p 0 (0-0) 180,1 (135,0-209,0) 0
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Vergleicht man die Zytokinausschiittung von B2B Zellen nach Infektion mit SASCV bzw.
dessen Elternstamm, so wird nach Infektion mit dem Elternstamm vermehrt IL-1p und nach

Infektion mit SASCV im Vergleich zum Elternstamm vermehrt IL-6 gebildet.

Tabelle 34: Konzentrationen der Zytokine in pg/ml im Zellkulturiiberstand von B2B Zellen nach
Infektion mit SASCV im Vergleich zu dem Elternstamm mit normalem Phéinotyp. Angegeben sind der

Median sowie Minimum und Maximum, der p-Wert wurde mittels Mann-Whitney-Test ermittelt.

Sa Elternstamm (n=6) SASCYV (n=6) p=
IL-1p | 35,0 (25,0-64,1) 7,2 (0-21,8) 0,004
IL-2 114,2 (65,0-132,2) 82,9 (50,4-116,4) 0,149
IL-4 3,2(29,9-39.,9) 34,4 (22,6-39.,9) 1
IL-5 3,9 (0-7) 0,3 (0-8,8) 0,406
IL-6 89,2 (55,3-118,2) 470,6 (138,2-709,9) 0,004
IL-8 3534,2 (3262,2-3915,7) 6456,6 (2625,4-9548,0) 0,262
IL-10 | 0(0-0) 0 (0-0) 1
IL-12 | 23,5 (0-45,4) 12,8 (0-28,9) 0,259
IFN-y | 214,2 (161,3-263,6) 162,9 (115,1-379,5) 0,262
TNF-a | 90,2 (52,9-92,7) 52,6 (19,1-95,2) 0,172
TNF-p | 180,1 (135,0-209,0) 226,9 (94,8-527,0) 1

59




3. Ergebnisse

3.7 Genexpressionsanalysen

Zur weiteren Untersuchung der Bedeutung von Sa bei der CRSNP', wurden
Genexpressionsanalysen aus Biopsieproben von Patienten durchgefiihrt. Es wurde jeweils ein
Patient mit kulturellem Nachweis von Sa mit einem Patienten ohne kulturellen Sa-Nachweis

verglichen.

Abbildung 10: Ausschnitt aus einem cDNA- Microarray eines Sa-positiven und eines Sa-negativen

CRSNP" Patienten

Griine Spots:
Gene die bei der Sa negativen Probe im Vergleich zur

Sa positiven Probe vermehrt exprimiert wurden

Rote Spots:
Gene die bei der Sa positiven Probe im Vergleich zur

Sa negativen Probe vermehrt exprimiert wurden

Gelbe Spots:
Gene die sowohl bei der Sa negativen als auch bei Sa

positiven Probe exprimiert wurden

Die Microarrayanalysen ergaben, dass bei Patienten mit Sa im Vergleich zu Patienten ohne Sa
29 Gene aufreguliert (2 %) und 31 Gene abreguliert (2 %) waren (Tabelle 35 und Tabelle
36).

Die Einteilung der Gene erfolgte nach Gene Ontology-Domaénen, welche drei Hauptgruppen
umfassen: ,,biological process®, ,,molecular function* und ,,cell component®. In der Kategorie
,»biological process* kamen aufregulierte Gene signifikant hiufig in der Kategorie ,,antigen
processing and presentation vor. In der Kategorie ,,molecular function“ waren Gene
signifikant in der Kategorie ,,MHC class I receptor activity™ aufreguliert. Abregulierte Gene
waren Uberrepréasentiert in der GO-Kategorie ,,response to unfolded protein® und ,,glutathione
transferase activity“. Die Einteilung der differentiell regulierten Gene kann der Abbildung 11

entnommen werden.
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3. Ergebnisse

Tabelle 35: Liste der aufregulierten Gene bei CRSNP" Patienten mit positivem Sa- Nachweis. Angegeben

sind auch das Gensymbol und der log,-Wert des Multiplikationsfaktors.

Gen Name Symbol Input Value
Fc fragment of IgG binding protein FCGBP 3.476
major histocompatibility complex, class II, DP alpha 1 HLA-DPA1  1.848
ribosomal protein L32 RPL32 1.762
chemokine (C-C motif) ligand 13 CCL13 1.629
major histocompatibility complex, class I, A HLA-A 1.61
thymosin, beta 4, X-linked TMSB4X 1.567
ribosomal protein L37a RPL37A 1.561
major histocompatibility complex, class I, F HLA-F 1.549
scavenger receptor class B, member 1 SCARBI1 1.401
cystatin C (amyloid angiopathy and cerebral hemorrhage) CSTo3 1.397
tumor protein, translationally-controlled 1 TPT1 1.332
lectin, galactoside-binding, soluble, 1 (galectin 1) LGALS1 1.199
profilin 1 PFNI1 1.16
eukaryotic translation elongation factor 1 gamma EEF1G 1.016
collagen, type 111, alpha 1 (Ehlers-Danlos syndrome type IV, autosomal dominant) COL3Al 974
integrin, beta 5 ITGBS 954
reticulocalbin 1, EF-hand calcium binding domain RCNI1 925
FK506 binding protein 1A, 12kDa FKBP1A .895
major histocompatibility complex, class I, E HLA-E .869
cyclin I CCNI 81
insulin-like growth factor binding protein 4 IGFBP4 .8
membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 2 (Fc fragment of IgE, high

affinity I, receptor for; beta polypeptide) MBaAZ 784
fibroblast growth factor receptor 1 (fms-related tyrosine kinase 2, Pfeiffer syndrome) FGFR1 768
chemokine (C-X-C motif) ligand 1 pseudogene CXCLIP 727
calnexin CANX .703
S100 calcium binding protein A9 S100A9 .63
histamine N-methyltransferase HNMT .618
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3. Ergebnisse

Tabelle 36: Liste der abregulierten Gene bei CRSNP" Patienten mit positivem Sa-Nachweis. Angegeben
sind auch das Gensymbol und der log,-Wert des Multiplikationsfaktors.

Gen Name Symbol Input Value
retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 3 RARRES3 -.374
TNFRSF1A-associated via death domain TRADD =377
v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 AKTI -.381
Sorcin SRI -453
cold shock domain protein A CSDA -.489
growth hormone releasing hormone GHRH -.495
proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 3 PSMB3 -.537
cysteine-rich protein 1 (intestinal) CRIP1 -.544
neuroepithelial cell transforming gene 1 NET1 -.548
integral membrane protein 2C ITM2C -.552
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 2 PSMD2 -.606
glutathione S-transferase M4 GSTM4 -.628
keratin 7 KRT7 -.631
calpain, small subunit 1 CAPNSI -.703
N-acetyltransferase 1 (arylamine N-acetyltransferase) NATI1 =774
programmed cell death 4 (neoplastic transformation inhibitor) PDCD4 -.807
keratin 17 KRT17 -.856
heat shock 10kDa protein 1 (chaperonin 10) HSPEI -.876
superoxide dismutase 2, mitochondrial SOD2 -.878
cyclin-dependent kinase inhibitor 2B (p15, inhibits CDK4) CDKN2B -.895
high-mobility group box 2 HMGB2 -916
CD68 molecule CD68 =975
glutathione S-transferase M2 (muscle) GSTM2 -1.027
glutathione S-transferase M1 GSTM1 -1.131
Dnal (Hsp40) homolog, subfamily A, member 1 DNAJALI -1.135
keratin 4 KRT4 -1.236
heat shock 105kDa/110kDa protein 1 HSPHI -1.454
glutathione S-transferase A2 GSTA2 -1.613
mucin 4, cell surface associated MUC4 -1.619
anti-Mullerian hormone receptor, type II AMHR?2 -1.652
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3. Ergebnisse

Abbildung 11: Differentiell regulierte Gene nach GO-Einteilung
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3.8 Zytokinmuster in nasalen Lavagen

Die IL-5 Konzentration war bei CRSNP" Patienten (3,72 + 1,15 ng/l) hoher als bei CRSNP”
Patienten (2,69 + 1,17 ng/l) und Kontrollpatienten (2,24 + 1,15 ng/l, p = 0,03). Gesamt IgE
zeigte ebenso erhohte Konzentrationen bei CRSNP' Patienten (8,13 + 1,12 kU/l) im
Vergleich zu CRSNP™ (5,75 + 1,05 kU/l) und Kontrollpatienten (5,5 + 1,02 kU/1, p = 0,02).
Es gab keine relevanten Unterschiede zwischen den drei Patientengruppen bei ECP und IFN-y
(p> 0,15, Abbildung 12 linke Abbildung). Die Konzentrationen von G-CSF waren nicht
signifikant unterschiedlich zwischen Kontrollen (324 + 1357 pg/ml) und CRSNP" Patienten
(66,5 + 754 pg/ml, p = 0,10) und CRSNP" Patienten (57 + 210 pg/ml, p = 0,14). Eotaxin
wurde in der gleichen Konzentration bei CRS Patienten und Kontrollpatienten nachgewiesen
(Kontrollen: 13 + 14,3 , CRSNP": 8 + 16,0 , CRSNP : 11 + 11,4 pg/ml). Eine Infektion mit
Sa hatte keinen Einfluss auf die Konzentration der Biomarker in den nasalen Lavagen (p >

0,15 bei allen Zytokinen, Abbildung 12 rechte Abbildung).
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3. Ergebnisse

Abbildung 12 : Biomarkerkonzentrationen in nasalen Lavagen bei Patienten mit CRS und Kontrollen
(linke Abbildung), und bei SA positiven und SA negativen Patienten (rechte Abbildung), LSM = least
significant means, natiirlicher Logarithmus der Biomarkerkonzentrationen von IL-5 [ng/l], IFNy [ng/l],

ECP [mg/l] und Gesamt- IgE [kU/I].
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4. Diskussion

Die CRS ist eine hiufige Erkrankung des Menschen, iiber deren Atiologie trotz zahlreicher
Untersuchungen noch viele Unklarheiten bestehen'”. Neben systemischen Wirtsfaktoren wie
Allergien oder mukoziliarer Dysfunktion wird auch einer Infektion mit Mikroorganismen eine
mogliche pathogenetische Rolle zugeschrieben. Neben Untersuchungen zum allgemeinen
Keimspektrum der Nasenhohle von Patienten mit CRS wurden Studien speziell zur Rolle des
grampositiven Erregers Staphylococcus aureus und seiner Exotoxine bei der CRS
durchgefiihrt. Es wurde geschildert, dass insbesondere Sa-Superantigene eine fiir die CRSNP"
typische Tp2- Polarisation verursachen. Es wurde dariiber hinaus berichtet, dass ein
intrazelluldres Reservoir dieses normalerweise extrazelluldr vorkommenden Keimes fiir die
Chronizitit der Erkrankung verantwortlich sein konnte'*’>%*"). Spezialisiert auf intrazellulires
Uberleben ist der Small Colony Variant Phinotyp von Sa®”. Eine Rolle dieser natiirlich

vorkommenden Variante von Sa bei der CRS wire somit denkbar.

Ziel dieser Doktorarbeit war es, aktuelle Daten zum Keimspektrum der CRS bei Patienten der
Ulmer Universititsklinik zu ermitteln. Dariiber hinaus sollte speziell die Bedeutung von Sa
und SASCV bei CRSNP" und CRSNP™ Patienten untersucht werden. Als Proben dienten
nasale Schleimhautbiopsien aus dem vorderen Ethmoid bei CRS Patienten bzw. von der
unteren Nasenmuschel bei Patienten mit nasaler Geriiststenose ohne CRS sowie eine nasale
Lavage. Die Proben wurden mit unterschiedlichen mikrobiologischen Methoden untersucht,
um einen moglichst sensitiven Nachweis von Sa zu ermdéglichen. Auflerdem konnten so
Anhaltspunkte fiir Sensitivitdit und Spezifitit der eingesetzten mikrobiologischen
Nachweisverfahren ermittelt werden. Die Bakterienkultur wurde hierbei als Referenzmethode
zum Nachweis von Sa und SASCV herangezogen. Zusitzlich wurden mit der aus den
Biopsieproben isolierten DNA zwei Real-time PCRs mit unterschiedlichen Genzielsequenzen
von Sa durchgefiihrt. Auferdem wurde eine Fluoreszenz in situ Hybridisierung an
Paraffingewebsschnitten der Biopsieproben durchgefiihrt, um mogliche intrazelluldre Keime
nachzuweisen. Um die Zellreaktionen von mit Sa infizierten Patienten zu untersuchen,
wurden cDNA- Microarrayanalysen aus Gewebe von CRSNP' Patienten mit und ohne Sa
durchgefiihrt und die unterschiedliche Genexpression zwischen diesen beiden Gruppen

untersucht. Zusétzlich wurden in den nasalen Lavagen Biomarkerkonzentrationen untersucht.
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Des weiteren wurden in vitro Zellversuche durchgefiihrt, um zum einen die Invasion von Sa
im Vergleich zu SASCV bei monozytiren Zellen und bei Atemwegsepithelzellen zu

untersuchen, aber auch um zelluldre Reaktionen auf Proteinebene zu untersuchen.

4.1 Patientenpopulation

Die Studienpopulation wurde {iber eine strukturierte klinische Anamnese sowie mehrere
klinische Untersuchungen einschlieBlich Endoskopie, CT und Haut-Pricktest sorgfiltig
ausgewdhlt und gut charakterisiert. Auflerdem konnten mogliche systemische
Verzerrungsfaktoren wie die Einnahme von Steroiden oder Antibiotika innerhalb der letzten
vier Wochen vor Studieneinschluss eliminiert werden. Ein Zeitraum von vier Wochen wurde
hierbei fiir ausreichend erachtet und entspricht dem Vorgehen in zahlreichen Untersuchungen
zum Keimspektrum der CRS"®*"*? Die drei Patientengruppen waren unterschiedlich stark
besetzt. Es geniigten im Untersuchungszeitraum mehr CRSNP" (n=31) und Kontrollpatienten
(n=21) als CRSNP" Patienten (n=13) den Ein- und Ausschlusskriterien. Dies liegt einerseits
an der kaum zu beeinflussenden Verteilung der drei Krankheitsgruppen bei den Patienten, die
der Universitits-HNO-Klinik Ulm in diesem Zeitraum zugewiesen wurden. In der
Gesamtbevolkerung ist die CRSNP™ wesentlich hiufiger als die CRSNP'; Patienten mit
CRSNP" werden aber nicht so hiufig stationdr behandelt wie CRSNP" Patienten. Dariiber
hinaus mussten die CRS-Patienten fiir den Studieneinschluss einen Mindestwert bei den
Symptomscores und den CT-Scores aufweisen, was auf Grund der krankheitstypisch etwas
hoheren Score-Werte bei den CRSNP" Patienten ofter eintrat als bei den CRSNP™ Patienten.
Die klinischen Charakteristika wie Alter, Geschlecht und Begleiterkrankungen der drei
Patientengruppen sind recht charakteristisch fiir die jeweiligen Patienten in westlichen
Industrienationen”. Insgesamt fiihrte die Patientenauswahl auf Basis der verwendeten Ein-
und Ausschlusskriterien zu dem gewiinschten Ergebnis, zwei moglichst homogene
Patientengruppen zu identifizieren, die sich im wesentlichen im Diagnosemerkmal CRSNP"
und CRSNP" unterschieden sowie eine dritte Gruppe ohne CRS. Der Preis fiir die
vergleichsweise homogenen Patientengruppen ist ein Selektionsbias im Hinblick auf die CRS
allgemein. So wurden CRSNP" Patienten nur eingeschlossen, wenn sie vergleichsweise hohe
CT-Punktewerte aufwiesen. Aullerdem fehlt die Gruppe von Patienten, bei denen auf Grund
eines niedrigen Malm-Punktewertes eine ausreichend klare klinische Zuordnung zu CRSNP"
und CRSNP" nicht durchfithrbar war. Es wurde demnach zu Gunsten der
Merkmalshomogenitit die Reprédsentativitit etwas eingeschriankt. Es wird aber hierdurch

keine relevante Ergebnisverfilschung erwartet, weil hinsichtlich der mikrobiologischen
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Zielkriterien der Studie zwischen CRSNP" und CRSNP™ keine relevanten Unterschiede
gefunden wurden. Es ist deshalb eher unwahrscheinlich, dass bei den gemal3 Studienprotokoll
nicht erfassten Ubergangsformen ein relevant unterschiedliches Ergebnis festgestellt worden

ware.

4.2 Probengewinnung

Es wurden gemdll Studienprotokoll bei allen Patienten prédoperativ eine nasale Lavage
entnommen und intraoperativ Nasenschleimhautbiopsien gewonnen, die bei CRS-Patienten
aus dem vorderen Ethmoid und bei Kontrollpatienten von der unteren Nasenmuschel in
unmittelbarer Nachbarschaft zum Ethmoidsystem stammten. Die Lavage wurde verwendet
um die Bakterien quantitativ nachweisen zu konnen und um einen Uberblick iiber das
Keimspektrum der Nase und NNH zu erhalten. Die Entnahme von Lavagen ist eine einfache,
den Patienten nicht belastende Methode, die als semiquantitative Alternative zum intranasalen
Abstrich angewendet werden kann™®. Die Spiilfliissigkeit der nasalen Lavage kommt in
Kontakt mit anndhernd der gesamten Schleimhaut des Naseninneren und erfasst auch die
wesentlichen SekretstraBen aus dem NNH-System®”. Sie ist insofern grundsitzlich in der
Lage, das nasale Keimspektrum umfassender zu reprisentieren als Abstriche oder
Tupferproben'®2**2% die nur das Keimspektrum einer begrenzten Region reprisentieren.
Als Referenzmethode diente in dieser Untersuchung die Schleimhautbiopsie, die als
zuverldssigste Probengewinnungsmethode gilt. Sie erlaubt neben dem Keimnachweis direkt
aus der pathopysiologisch relevanten erkrankten Region den Nachweis intrazelluldrer

Bakterien wie z.B. SASCV, an dem in dieser Untersuchung ein besonderes Interesse bestand.

Bei der Mehrzahl der Keime war die nasale Lavage nicht ausreichend sensitiv. So wurden
tiberwiegend niemals mehr als % der Keime in der nasalen Lavage nachgewiesen, deren
tatsdchliches Vorkommen durch intraoperative Biopsieentnahme gesichert war (Tabelle 12).
Insbesondere der Nachweis anaerober Keime gelang aus der nasalen Lavage schlecht.
Obwohl die nasale Lavagefliissigkeit Kontakt zu weiten Bereichen der inneren Nase hat, kann
sie anscheinend das Keimspektrum in den Nasennebenhdhlen und das anaerobe Spektrum
nicht addquat abbilden. Eine Besonderheit zeigte sich bei Sa. Hier betrug die Sensitivitét der
nasalen Lavage 100 %. Auf eine formale Darstellung der Sensitivitdt und Spezifitdt der
nasalen Lavage wurde wegen der unmittelbar erkennbar unzureichenden Sensitivitét

verzichtet.
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Unterschiedliche Techniken der Probengewinnung erkléren wahrscheinlich zum Teil die
inkonsistenten Ergebnisse zahlreicher mikrobiologischer Studien zur CRS ¥, wobei die
Meinung hierzu nicht einhellig ist®". Zu den gebriauchlichen Probengewinnungstechniken
zihlen Aspirate aus der punktierten Kieferhohle®?, Tupferproben aus der Nase mit und ohne
endoskopische Kontrolle®*** bis hin zu Biopsieproben der Nasenschleimhaut'®*, die an
unterschiedlichen Lokalisationen wie den einzelnen NNH einschlief8lich des vorderen
Ethmoids, dem mittleren Nasengang sowie dem Nasenvorhof entnommen wurden!!:'%16:18:2%

) In den letzten Jahren hat sich die endoskopisch kontrollierte Abstrichuntersuchung vom

mittleren Nasengang mehr und mehr durchgesetzt®™?.

4.3 Die chronische Rhinosinusitis - eine bakteriell bedingte Erkrankung?

Die in dieser Studie durchgefiihrten Nachweismethoden zum kulturellen Keimnachweis sind
Standardmethoden, die einen sicheren Nachweis der in der Nasenhohle zu erwartenden Keime
ermoglichen. In den Biopsien der untersuchten Proben wurden meist sowohl aerobe als auch
anaerobe Keime nachgewiesen. Die hdufigsten aeroben Keime, die aus den Proben isoliert
wurden waren Koagulase-negative Staphylokokken (KNS) (81 % der Biopsien, 85 % der
nasalen Lavageproben), Corynebacterium spp., und a-hdmolysierende Streptokokken.
Obwohl diese Keime haufig auftraten, bleibt ihre pathogenetische Rolle bei der CRS fraglich,
da sie zur physiologischen Nasenflora gehoren. Insgesamt unterschieden sich Keimspektrum
und Keimmenge bei den drei untersuchten Patientengruppen nicht wesentlich. Diese
Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen anderer Autoren''’***". Die Vermutung, die

CRS sei eine bakteriell bedingte Erkrankung, wird dadurch in Frage gestellt.

Von manchen Autoren wurden bei der CRS iiberwiegend anaerobe Keime nachgewiesen und
als pathogenetisch relevant eingestuft!®'>. In dieser Studie traten Anaerobier ebenso in ca.

90 % der Isolate auf, aber nicht so hiufig in Reinkultur wie bei Brook und Frasier®®. Die
Aspirate von Brook und Frasier stammten aus chronisch entziindeten Kieferhhlen, in denen
sich leichter ein mikroaerophiles Milieu ausbildet als im vorderen Ethmoid. So fanden Doyle
und Mitarbeiter'® in ihren Untersuchungen von Schleimhautproben des vorderen Ethmoids
keine Anaerobier. Ebenso konnten Busaba et al. sowie Araujo und Mitarbeiter Anaerobier nur

in einer geringen Anzahl bei CRS Patienten nachweisen®"

. Es ist moglich, dass
oberflachliche Gewebeproben oder Abstriche aus dem mittleren Nasengang direkt vor dem
Ethmoid das anaerobe Keimspektrum nur unvollstdndig abbilden, wéahrend die {iberwiegend

tief aus dem Ethmoid entnommenen Proben dieser Untersuchung oder die
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Kieferhohlenaspirate von Brook und Mitarbeitern einen hoheren Nachweis anaerober Keime
bringen. In den letztgenannten Untersuchungen kénnen auch verzogertes Ausstreichen der
Proben oder inaddquate Kulturbedingungen dazu beigetragen haben, dass keine anaeroben
Keime wuchsen. Die Néhrboden wurden bei Busaba und Doyle nur iiber zwei Tage bebriitet.
In unseren Proben wuchsen anaerobe Keime hdufig erst nach drei Tagen. Doyle und
Woodham vermuteten, dass bei ihrer Untersuchung eine préoperative Behandlung die die
Drainage von moglichem purulenten Material beglinstigt hat, zu einer besseren
Nebenhohlenventilation und Sauerstoffzufuhr im Ethmoid gefiihrt hat. Dies kdnnte eine
mogliche Erklarung bei CRS Patienten mit purulentem Nasenausfluss sein, aber da in dieser
Untersuchung auch bei gesunden Kontrollpatienten in 90 % der Proben Anaerobier gefunden
wurden, ist es durchaus mdglich, dass Anaerobier zur physiologischen Flora des Sinus
ethmoidalis gehdren. Die hédufigsten anaeroben Keime, die in dieser Studie nachgewiesen
wurden, waren Propionibacterium spp. und Peptostreptococcus spp. Dies ist konform mit den

Untersuchungen von Brook et al. und Busaba et al.***?

. Propionibacterium spp. wurde
sowohl in der Lavage als auch in der Biopsie nachgewiesen, Peptostreptococcus spp.
hingegen wurde in der Mehrzahl der Félle nur in der Biopsie nachgewiesen. Dies kdnnte ein
Hinweis sein, dass Peptostreptococcus spp. sensitiver gegeniiber aerobe Bedingungen in der

Nasenhohle reagiert als Propionibacterium spp.

Betrachtet man die pathogenen Spezies Sa, Haemophilus influenzae sowie die verschiedenen
Enterobacteriaceae so konnten diese Keime sowohl bei CRS Patienten als auch bei
Kontrollpatienten nachgewiesen werden. Doyle und Woodham!"® beschrieben in ihrer
Untersuchung von Nasenschleimhaut aus dem vorderen Ethmoid das hdufige Vorkommen
von Sa und Enterobakterien und schlossen daraus auf eine mogliche pathogenetische Rolle.
Da in der o.g. Studie aber keine Kontrollen zum Vergleich untersucht wurden, kann dieser
Riickschluss nicht gemacht werden. Hier wurden pathogene Keime in fast gleicher Menge bei
CRSNP" (52 %) und Kontrollen (48 %) nachgewiesen und in noch geringerer Menge (23 %)
bei CRSNP" Patienten. Diese Tatsache sowie das hdufige Vorkommen dieser Keime in
Mischkultur mit apathogenen Bakterien ldsst eher vermuten, dass ihnen keine pathogenetische

Rolle bei der CRS zugeschrieben werden kann.

4.4 Die Bedeutung von Staphylococcus aureus bei der CRS

Staphylococcus aureus wurde bei 32 % der untersuchten Proben mittels Bakterienkultur

nachgewiesen. Diese Zahl entspricht der durchschnittlichen Besiedlung der Bevolkerung mit
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diesem Keim®%*

. Die Datenlage hinsichtlich der H&ufigkeit von Sa bei der CRS ist
inkonsistent und Nachweisraten bis anndhernd 100 % wurden berichtet'*”. Trotz der kleinen
Fallzahlen liefert diese Untersuchung Hinweise auf die Sa-Besiedlung bei den einzelnen
Patientengruppen. Die Tatsache, dass Sa bei CRSNP" (32 %) und bei Kontrollpatienten (48
%) nicht signifikant unterschiedlich auftrat, und bei CRSNP" Patienten (8 %) sogar in noch
geringeren Mengen, stellt die pathogenetische Rolle dieses Keimes bei der CRS in Frage.
Einige Autoren®**® fanden mehr Sa bei gesunden Kontrollpatienten als bei CRS Patienten.
Auch Kremer und Mitarbeiter®" konnten keinen signifikanten Unterschied zwischen CRS
Patienten und gesunden Kontrollpatienten in der Héufigkeit von Sa feststellen und stellten
dessen Bedeutung bei der CRS in Frage. Doyle und Mitarbeiter'® fanden bei der
Untersuchung von Nasenschleimhaut des Ethmoids bei 32 % der Proben Sa. Eine &hnliche
Haufigkeit fanden auch Damm et al. bei ihren Untersuchungen von Nasenabstrichen bei CRS
Patienten und gesunden Kontrollpatienten®?. Sie beschreiben, dass die Kolonisation der Nase
mit Sa keinen Einfluss auf den Schweregrad und die Ausdehnung der CRS hatte. In ihrer
Ubersichtsarbeit zu Sa und CRS kommen Lin und Busaba®® zu der Schlussfolgerung, dass Sa
zwar hédufig bei CRS Patienten nachweisbar ist, dies sei aber hdufig auf einfache Kolonisation
der Nase zuriickzufiihren. Die pathogenetische Rolle erscheine eher von untergeordneter

Bedeutung zu sein.

Unterschiedlich hiufiger Sa-Nachweis kann durch soziale oder geographische Unterschiede
der untersuchten Populationen bedingt sein. Eine Rolle spielen wahrscheinlich auch
unterschiedliche Ein- und Ausschlusskriterien, z.B. von Patienten nach AB Einnahme.
Erlaubte Intervalle zwischen letzter AB-Einnahme und Studieneinschluss reichen von einer
Woche® bis zu vier Wochen®”. In dieser Untersuchung wurde ein AB freier Zeitraum von
vier Wochen gewihlt. Es wird davon ausgegangen, dass die bakterielle Flora hierbei
ausreichend Zeit hatte, sich zu ,,regenerieren” um aussagekréftige Ergebnisse zu ermoglichen.
Eine Rolle spielt wohl auch, welche Antibiotika iiblicherweise eingesetzt werden. Ein
weiteres Erklarungsmodell fiir die von unterschiedlichen Autoren beschriebenen Unterschiede
ist, dass die Proben an unterschiedlichen Lokalisationen entnommen wurden. Proben aus dem
Nasenvorhof sind vermutlich durch die Exposition zur Umwelt deutlich hdufiger mit Keimen
besiedelt als Proben aus den NNH®. Hierfiir spricht, dass in dieser Untersuchung die nasale
Lavage, die sowohl zu den Schleimhiuten des Ethmoids als auch zum Nasenvorhof Kontakt
hat, hdufiger Sa aufwies als die Biopsien (32 % vs. 18 %). Bei den verschiedenen

Entnahmetechniken bestehen auBBerdem verschiedene Risiken einer Kontamination. Auch der
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unterschiedliche Transport der Proben kann einen Einfluss auf die Ergebnisse der Kultur

haben®.

Die besondere Bedeutung von Sa in der aktuellen Diskussion zur Pathogenese der CRS72”
beruht auf zwei Aspekten: Sa und seine Exotoxine konnten den ungewdhnlichen Ty2 Bias der
Entziindungsreaktion bei der CRSNP' erkliren. Bei Personen mit einer vorbestehenden
Tendenz zur Ty2 geprigten Entziindungsreaktion konnen Sa Enterotoxine als Superantigene
die Ty2-Polarisierung verstirken und eine polyklonale IgE- Aktivierung bewirken®’Y.
Beides sind charakteristische Kennzeichen der CRSNP". Seiberling und Mitarbeiter fanden
bei CRSNP'-Patienten signifikant mehr Sa Enterotoxine als bei CRSNP™ und
Kontrollpatienten®?. Allerdings stellte diese Arbeitsgruppe auch fest, dass SASAG ubiquitir
vorkommen und somit ein Grofteil der Bevdlkerung diesen Antigenen ausgesetzt ist. Der
zweite Aspekt ist, dass Sa besondere natiirlich vorkommende Varianten ausbilden kann, die
intrazelluldres Vorkommen ermdglichen und die Chronizitit der CRS durch stindige

endogene Reinfektion und erhdhte Antibiotikaresistenz bedingen konnten®.

4.5 Nachweismethoden fur Sa

Da sich intrazelluldrer Sa dem herkdmmlichen Nachweismethoden oft entzieht, wurde eine
Vielfalt unterschiedlicher mikrobiologischer Nachweismethoden fiir Sa eingesetzt. Die
tiblichen Kulturmethoden wurden erweitert und modifiziert. Anstelle der {iblichen
zweitdgigen Bebriitung von normalem CASO-Blutagar zum Nachweis von Sa wurden in
dieser Studie verldngerte Bebriitungszeiten von fiinf Tagen sowie die Anzucht auf Columbia-
Agar und Staphylococcus aureus-ID Agar verwendet. Hiermit sollte gewahrleistet werden,
dass auch die langsam wachsenden SASCV nachgewiesen werden konnen®. Die
Spikingkontrolle von Polypengewebe mit SASCV die im Vorfeld der Untersuchungen
durchgefiihrt wurde ergab, dass mit der hier verwendeten Probenverarbeitung und den
Kulturbedingungen der Nachweis von SASCV moglich war. Der kulturelle Nachweis war den
anderen in dieser Untersuchung eingesetzten Methoden weit iiberlegen und ist derzeit trotz
dessen Zeit- und Arbeitsintensitdt nach wie vor die einzige zuverldssige klinische Methode

zum Sa-Nachwelis.

Neben der Bakterienkultur wurde in dieser Studie auch die Real-time PCR zum Nachweis von
Sa verwendet. Die Anwendung der herkdmmlichen mikrobiologischen Anzucht und

Differenzierung von Sa beansprucht zwei bis drei Tage. Die Verwendung der Real-time PCR
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verkiirzt die Zeit einer konventionellen PCR auf etwa eine Stunde. Mit der PCR besteht
auBBerdem die Moglichkeit, auBler lebenden Keimen auch die DNA toter Keime
nachzuweisen®”. Des Weiteren konnten auch kulturell schwer nachweisbare Keime wie
SASCV mittels der PCR ermittelt werden. Martineau und Mitarbeiter®™ beschrieben erstmals
ein 442 Basenpaare (bp) groBBes DNA-Fragment, welches spezifisch flir Sa ist. Dieses nutzten
sie, um Primer und Hybridisierungssonden zur Detektion des DNA-Fragments fiir die PCR zu
synthetisieren. Shrestha et al. sowie Reischl und Mitarbeiter stellten eine 100 %ige
Sensitivitit und Spezifitdt der Sa442 Sonden und Primer bei der Untersuchung von positiven
Blutkulturen fest“”*”. Es gibt jedoch Berichte iiber das sporadische Auftreten von Sa
Stimmen, die das Sa442 Gen nicht besitzen und somit negativ in dieser PCR sind®"?.
Deshalb wird dazu geraten, zusétzlich die PCR auf eine andere Zielsequenz von Sa
durchzufiihren. Ein weiteres Gen, das als Zielsequenz fiir die Real-time PCR auf Sa eingesetzt
wird, ist das nuc-Gen*”. Diese PCR hat laut Costa et al. eine Sensitivitit und Spezifitit von
100 % fiir den Nachweis von Sa. Beide PCR-Methoden wurden in dieser Studie verwendet.
Sensitivitdit und Spezifitdit wurden formal berechnet, wobei das Kulturergebnis als
Referenzmethode diente. Die Sensitivitit der Sa442-PCR betrug 58 %, die Spezifitit 95 %,
die Sensitivitit der nuc-PCR ebenfalls 58 % und die Spezifitit 93 %. Betrachtet man beide

PCRs zusammen, wurde eine Sensitivitdt von 83 % und eine Spezifitit von 88 % erreicht.

In der Kultur reicht theoretisch ein lebendes Bakterium aus, um dieses anzuziichten. Diese
Sensitivitit wird von einer PCR nicht erreicht, da z.B. durch die zur Auflésung der
grampositiven Bakterienzellwand oder zur Aufarbeitung der Gewebeproben erforderlichen
Lysevorginge DNA zerstort werden kann®?. Ferner ist die Extraktion von bakterieller DNA
aus Gewebe nicht vollstindig, was zu einer eingeschriankten Sensitivitét fiihren kann. Fasst
man beide PCRs zusammen, so ergaben sie bei vier der 52 untersuchten Proben ein positives
Ergebnis trotz einer negativen Bakterienkultur. Dies ist vermutlich auf die bereits
beschriebene Moglichkeit des Nachweises von DNA toter Keime zuriickzufiihren. Zudem
weisen die PCR-Ergebnisse darauf hin, dass intrazelluldrer Sa nicht libersehen wurde. Sonst
wiaren hohere Zahlen an positiven PCR-Ergebnissen bei gleichzeitig negativer Kultur zu
erwarten gewesen. Mit der Durchfithrung der PCR konnte also die Sensitivitdt und Spezifitit
des Sa-Nachweises im Vergleich zur Kultur nicht erhoht werden, sie stellt aber, wenn sie
gleichzeitig mit der Kultur angewandt wird, eine schnelle Nachweismethode dar, die erste

Hinweise auf eine Infektion liefert. Diese sollten aber noch kulturell bestétigt werden.
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Als weitere Methode fiir den Sa-Nachweis aus dem Probenmaterial wurde die Fluoreszenz in
situ Hybridisierung eingesetzt. Diese basiert auf dem Nachweis von viablen Bakterien iiber
die Bindung von fluoreszenzmarkierten Sonden an die 16S rRNA. Der Vorteil dieser Methode
ist, dass das Target nicht amplifiziert werden muss, da die Bakterienzellen eine groe Menge
an 16S rRNA in ihren Ribosomen besitzen. Die 16S rRNA besteht einerseits aus hoch
konservierten Abschnitten, die bei allen Eubakterien vorkommen und zum anderen aus sehr
spezifischen Abschnitten, die die Differenzierung der einzelnen Spezies ermdglichen®”. Es
kénnen nur vitale Bakterien nachgewiesen werden, allerdings auch bei intrazelluldrer
Lokalisation®. Hogardt et al. untersuchten Sputumproben von Patienten mit zystischer
Fibrose u.a. auf Sa und stellten eine Spezifitit der Sonden von 100 % sowie eine Sensitivitat
von 71 % gegeniiber der konventionellen Bakterienkultur fest®”. Die im Vergleich zur Kultur

niedrigere Sensitivitét schreiben die Autoren einer starken Hintergrundfluoreszenz zu.

Bei der FISH an Paraffingewebsschnitten wird die Entparaffinisierung mittels Xylol sowie die
enzymatische Behandlung mit Proteinase K empfohlen, um die Durchgingigkeit der Sonden
durch die Zellmembran zu gewihrleisten und unspezifische Bindungen zu reduzieren®”. Hier

©®9 an Direktausstrichen von

wurden zundchst Vorversuche mit Sa-spezifischen DNA-Sonden
Bakterien durchgefiihrt. Es wurden verschiedene Lysesubstanzen, verschiedene Lysezeiten
und unterschiedliche Hybridisierungszeiten getestet, um ein optimales Eindringen der Sonden
in die Bakterien zu erreichen. Es zeigte sich, dass sich Sa mit dem normalen Phénotyp und
SASCV unterschiedlich gut darstellen lieBen. Weil sich nie beide Keime gleich gut anfarben
lieBen, wurde die FISH mit PNA-Sonden etabliert. Diese Sonden sind kiinstlich synthetisierte
ungeladene Pseudopeptide. Thre Hydrophobie ermoéglicht es die Zellwand von Bakterien
leichter zu durchdringen und somit ist eine Lyse der Bakterien nicht n6tig®”. Mit den PNA-
Sonden lieBen sich Direktausstriche von beiden Keimen zu 60-80 % anfdrben. Die Versuche
an Paraffinschnitten ergaben eine Anfarbung der Keime zu 50-60 %. Ein Problem, das bei der
FISH an Paraffingewebsschnitten auftrat, war die teilweise starke Autofluoreszenz. Diese
konnte trotz unterschiedlichen Lysebehandlungen des Gewebes sowie einer Behandlung mit
Osmiumtetroxid nicht vollig unterdriickt werden. Auf Grund der Vorversuche wurde
entschieden, dass die FISH an Paraffingewebsschnitten die mittels Xylol entparaffinisiert
wurden, mit PNA-Sonden bei iiber Nacht Bebriitung und vorangegangener Lyse des Gewebes

mit Proteinase K durchgefiihrt werden sollte.
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Trotz der iiber die Vorversuche optimierten Bedingungen fiir die FISH fiihrte diese Methode
zu keinem zufriedenstellenden Ergebnis. Keine der in der Kultur positiven Biopsien war
positiv in der FISH. Die einzige FISH-positive Probe war negativ in der Biopsie aber positiv
in der Lavage. Moglicherweise konnten weiterfiihrende Versuche an Paraffingewebsschnitten
zur Unterdriickung der Autofluoreszenz und besseren Anfirbbarkeit der Bakterien die
Ergebnisse verbessern. AufBlerdem ist anzumerken, dass selbst wenn intrazelluldrer Sa
nachweisbar gewesen wire, eine Unterscheidung zwischen normalem Phénotyp und SCV

Phénotyp nur iiber die Bakterienkultur moglich gewesen wiére.

4.6 Die Bedeutung von SASCV bei der CRS

SASCV wurde wiederholt bei chronisch entziindlichen Erkrankungen identifiziert. IThre
Fihigkeit des intrazelluliren Uberlebens und die hierdurch bedingten Resistenz gegen viele
Antibiotika werden mit der Chronifizierung SASCV-bedingter Erkrankungen in
Zusammenhang gebracht®®. Es liegt nahe zu vermuten, dass SASCV bei der CRS eine Rolle
spielen konnten, zumal ja bereits von zwei Autoren intrazelluldrer Sa beschrieben wurde®”*?.
In diesen Arbeiten wurde allerdings keine Differenzierung zwischen intrazelluldrem Sa-
Normaltyp und SASCV durchgefiihrt. In keiner der in dieser Studie untersuchten
Biopsieproben konnten SASCV nachgewiesen werden. Dabei waren fiir SASCV optimal
geeignete Bebriitungsbedingungen geschaffen: Es wurden an Stelle des tliblicherweise fiir die
Sa Diagnostik verwendeten CASO-Blutagars die besser fiir SASCV geeigneten Platten
Columbia- und SAID-Agar verwendet™ und diese wurden statt der iiblichen 24 h iiber fiinf
Tage bebriitet. Dieses Vorgehen sowie der positive Nachweis in den Spiking-Experimenten
spricht dafiir, dass diese Methoden fiir den SASCV-Nachweis geeignet waren. Der fehlende
SASCV-Nachweis ist also nicht auf methodische Mingel zuriickzufiihren, sondern SASCV
spielte bei dem hier untersuchten Kollektiv keine Rolle. Auch in zeitgleich durchgefiihrten
Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen gelang kein SASCV-Nachweis bei der CRS (F.

Sachse, Universitdt Miinster, und C. Bachert, Universitidt Ghent, personliche Mitteilung).

4.7 Untersuchungen zur Internalisierung von Sa

Die Untersuchungen zur Internalisierung von Sa wurden parallel zur klinischen Untersuchung
durchgefiihrt, um die Beobachtungen anderer Autoren {iber das intrazellulire Vorkommen

(3049~ Bg  wurden

von Sa bet der CRS  besser interpretieren zu konnen
Zellkulturuntersuchungen mit  professionellen = Phagozyten (MM6  Zellen) und

Atemwegsepithelzellen (B2B Zellen) durchgefiihrt. Beide Zelltypen kommen in den oberen
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Atemwegen vor, wobei Epithelzellen vorrangig eine Barrierefunktion ausiiben und
Monozyten/Makrophagen Aufgaben der angeborenen und erworbenen Immunitét erfiillen.
Die Fragestellung war, ob beide Zelltypen nach Infektion sowohl Sa mit normalem Phénotyp
als auch SASCV intrazellulir aufweisen. Intrazelluldres Auftreten von Sa war

vorbeschrieben®+48:66:67),

Einerseits wird Sa tiber unterschiedliche Rezeptoren des
angeborenen Immunsystems wie z.B. den Toll-like Rezeptor 2 {iber eine Bindung an z.B.
Peptidoglykane phagozytiert. In Phagolysosomen werden Sa destruiert und dann antigene
Peptide iiber MHC-II Rezeptoren an T-Zellen prisentiert®. Zur Internalisierung via
Phagozytose sind vor allem Phagozyten und antigenprisentierende Zellen befdhigt, aber in
geringerem MaBe auch Epithelzellen®. Eine Internalisierung von Sa erfolgt aber auch iiber
Fibronektin und dessen Bindung an membranstindige Fibronektinrezeptoren in das Zytosol,
ein Vorgang der unter dem Begriff Invasion formiert. Die Mechanismen der zytosolischen
Destruktion von Sa sind nicht gut bekannt. Das zytosolische Auftreten von Sa fiihrt zu einer

Antigenprisentation {iber MHC-I Rezeptoren®®’".

Versuche zur Sa-Internalisierung von MM6 bzw. B2B Zellen sowie der direkte Vergleich von
Sa und SASCV waren bisher noch nicht durchgefiihrt worden. AuBerdem waren die

©9) stellten

Ergebnisse der beschrieben Untersuchungen inkonsistent. Da Silva und Mitarbeiter
bei ihren Untersuchungen mit Atemwegsepithelzellen nach 1 h keinen intrazelluldren sondern
nur adhirenten Sa fest, wohingegen Kahl und Mitarbeiter®® bereits nach 5 Min intrazellulir
Sa nachweisen konnten. Des Weiteren waren bei da Silva et al. nach 24 h Inkubation die
meisten Zellen v.a. durch Nekrose zerstort, wihrend es bei Kahl et al. nach 24 h zur Apoptose
der Zellen nach intrazelluldrer Vermehrung der Keime kam. Bei der Studie von Matussek und
Mitarbeitern iiberlebte Sa intrazelluldr iiber zwei Tage, ohne dass eine Apoptose oder Nekrose
der Zellen statt fand”". Die Unterschiede zwischen den verschiedenen Studien erkliren da
Silva und Mitarbeiter durch Unterschiede im Versuchsaufbau wie z.B. unterschiedliche
Zelllinien und Bakterienstdimme oder Fehlen bzw. Durchfiihren der extrazelluldren Abtétung

von Keimen®?).

Das Grundprinzip zum Nachweis intrazelluldrer Keime ist einfach: Man tdtet nach Infektion
der Kultur extrazelluldr gelegene Keime durch ein nicht-membrangéngiges Antibiotikum ab,
wiascht das Antibiotikum ab und fithrt dann eine Lyse der Zellen herbei. Die dann
nachweisbaren Keime miissen intrazelluldr gelegen haben. Voraussetzung fiir einen

Keimnachweis nach Lyse ist, dass die Lyse die intrazelluldren Keime nicht ebenfalls abtdtet.
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Deswegen wurden Vorversuche zur Lyse der Zellen und zur Viabilitit der Bakterien nach der
Lysebehandlung durchgefiihrt. Als beste Methode zeigte sich die Zelllyse mittels Aqua dest.
und mechanischer Zerstrung durch eine 27G Nadel”®. Von den beiden uns zur Verfiigung
stehenden Sa-Paaren (jeweils SCV und Elternstamm mit normalem Phénotyp) zeigte der
Stamm SCV-R mit zugehorigem Sa-R ein gutes Invasionsvermdgen, so dass in den
Versuchen dieser Stamm verwendet wurde. In den Vorversuchen zum Wachstum von B2B
wurde zudem die Zellzahl nach zweitdgiger Bebriitung zur Konfluenz ermittelt, um die

entsprechenden Bakterienmengen berechnen zu kénnen.

In den darauf folgenden Versuchen sollte ermittelt werden, ob die verwendete Infektionsdosis
einen Einfluss auf die intrazelluldr vorhandenen KBE hat. Wie sich zeigte, war die Zahl
intrazelluldrer KBE nach zweistiindiger Inkubation in dieser Untersuchung bei beiden
Zelltypen unabhdngig von der Infektionsdosis. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu den

39 sowie Wesson et al.(73), die mit zunehmender

Ergebnissen von Bayles und Mitarbeitern
Infektionsdosis auch mehr intrazellulire KBE fanden. Die Unterschiede zu den beschrieben
Studien konnten durch die Verwendung anderer Zellen sowie anderer Sa- Stdmme bedingt
sein. Moglicherweise war aber die niedrigste eingesetzte MOI in dieser Untersuchung schon
so hoch, dass alle Rezeptoren zur Aufnahme der Bakterien auf der Zelloberfliche besetzt

waren, die Aufnahmekapazitit also schon geséttigt war.

Nach zweistiindiger Inkubation fanden sich unabhéngig von der MOI in MM6 Zellen deutlich
mehr Sa vom normalen Phanotyp als vom SASCV-Phénotyp (Abbildung 6). In B2B Zellen
lag die Anzahl intrazelluldrer Keime um etwa eine Zehnerpotenz niedriger, allerdings wurden
in B2B Zellen beide Phidnotypen ungefdhr gleich hdufig angetroffen (Abbildung 8), die
Anzahl intrazelluldrer SASCV lag sogar etwas hoher. Es ist bekannt, dass SASCV vermehrt
Bindungsstellen fiir Fibronektin exprimiert®”. Es ist demnach denkbar, dass die hohe
Internalisierung von SASCV in B2B Zellen vorrangig tliber Fibronektin und Fibronektin-
bindende Rezeptoren erfolgte. Das Ergebnis zum Einfluss der MOI deckt sich mit dem
Ergebnis zum Zeitpunkt 2 h bei den Untersuchungen zur Zeitkinetik des intrazelluldren Sa
Nachweises. Auch hier war bei den MM6 Zellen mehr intrazelluldrer Normaltyp nachweisbar,
wihrend bei den B2B Zellen mehr SASCV intrazelluldr nachweisbar war (Abbildung 7 und
Abbildung 9). Die Untersuchungen zur Zeitkinetik zeigen dariiber hinaus, dass intrazelluldrer
Normaltyp in beiden Zelllinien vor allem in den ersten Stunden nachweisbar war, nach 24 h

jedoch kaum mehr. Entweder sind nach 24 h die intrazelluldren Sa mit normalem Phénotyp in
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Phagolysosomen weitgehend abgetotet worden oder die Zellen haben die Normaltyp-Infektion
keine 24 h iiberlebt®”. Anders bei den SASCV infizierten Zellen. Hier ist in beiden Zelllinien
die intrazellulire SASCV Anzahl iiber den Beobachtungszeitraum von 24 h substantiell
angestiegen. Dies spricht dafiir, dass SASCV intrazelluldr {iberlebt, sich anscheinend sogar

vermehrt und gleichzeitig die Zellen erhalten bleiben.

4.8 Untersuchungen zur immunologischen Bedeutung von Sa

Die CRSNP" und die CRSNP" unterscheiden sich unter anderem in ihren Zytokinmustern. Bei
der CRSNP™ handelt es sich um eine Tyl dominierte Entziindungsform mit {iberwiegender
Expression von IFN-y, wohingegen man bei der CRSNP" eine T2 dominierte Entziindung

). Es sollte untersucht werden, ob eine Sa-Infektion

mit hohen IL-5-Konzentrationen finde
von B2B und MM6 Zellen das Zytokinprofil in Richtung Tyl oder T2 polarisiert”"*”. Es
interessierte auch, ob es Unterschiede in der Zytokinmenge und im Zytokinmuster nach
Infektion der Zellen mit SASCV oder dem normalen Sa-Phénotyp gibt. Fiir die
Proteinbestimmungen wurde eine MOI von 1:10 gewéhlt sowie eine Bebriitungszeit von 24 h,
um den Zellen ausreichend Zeit zur Bildung der Zytokine zu geben. Matussek et al.
beschrieben, dass die Expression von Proteinen nach 18 h stirker war als nach 8 h". Die
Zellen wurden mit einem Sa Stamm mit normalem Phéinotyp, einem SASCV Stamm und
zugehorigem Elternstamm sowie einem Enterotoxin C, also einen Sa-Superantigen
produzierenden Sa Stamm infiziert. Um festzustellen, ob die ausgeschiitteten Zytokine
spezifisch auf eine Infektion mit Sa gebildet wurden oder unspezifisch als Reaktion auf einen
phagozytierbaren Stimulus, wurden die Zellen zusétzlich mit dem apathogenen Stamm S.epi

sowie mit dem avitalen Stimulus Silikapartikel infiziert.
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Abbildung 13: Stacked-Bar Grafik der von MM6-Zellen freigesetzten Zytokine in Abhéingigkeit des

eingesetzten Stimulus
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Die basale Zytokinsekretion, ermittelt an den im Zellkulturiiberstand gemessenen
Zytokinkonzentrationen 24 h nach alleiniger Zugabe von Medium, war bei MM6 Zellen hoher
als bei B2B Zellen (Abbildung 13 und Abbildung 14). Beide Zelllinien sezernierten spontan
II-8 in relevanten Mengen. Eine Exposition von MM6 Zellen mit Silikapartikeln fiihrte zu
einer erhohten Freisetzung von IL-6 und IL-8. Die Sekretion von IL-18 nahm im Vergleich zu
den Negativkontrollen geringfligig zu (p<0,05). Bei den B2B Zellen wurden nach
Silikaexposition ebenfalls vermehrt IL-6 und IL-8 gebildet. Aulerdem nahm die IL-2 und IL-
4 Sekretion zu und es wurden geringe Mengen IL-12 gebildet. Die Erkennung und
Internalisierung von Silikapartikeln erfolgt insbesondere iiber Scavenger-Rezeptoren, die eine
zellulire Immunantwort induzieren konnen’*”>. Es war deswegen nicht erstaunlich, dass
allein schon die Exposition gegeniiber einem avitalen, nicht-infektiosen phagozytierbaren
Stimulus die Freisetzung unterschiedlicher Zytokine beobachtet wurde. Dabei scheinen
insbesondere B2B Zellen iiber ein erstaunlich differenziertes Zytokinspektrum zu verfiligen,
das auch Zytokine umfasst, die wie IL-2 typischerweise von T-Zellen sezerniert werden. Dass
Epithelzellen zahlreiche Zytokine sezernieren konnen ist aus anderen Untersuchungen
bekannt und stiitzt die Auffassung, dass sie neben ihrer Barrierefunktion durchaus auch

differenzierte immunologische Aufgaben wahrnehmen kénnen!’®.
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Abbildung 14: Stacked-Bar Grafik der von B2B-Zellen freigesetzten Zytokine (Median (pg/ml) in
Abhingigkeit des eingesetzten Stimulus
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Staphylococcus epidermidis fiihrte bei MM6 Zellen zu einer deutlich hdoheren
Zytokinsekretion als Silikapartikel, wobei insbesondere IL-1B, TNF-a, TNF-B und in
geringerem Male IL-6 aufreguliert wurden. B2B-Zellen zeigten eine bemerkenswert
schwache Reaktion auf S.epi., insbesondere die bei Silikapartikeln beobachtete Sekretion von
IL-4 zeigte sich bei Infektion mit S.epi nicht. Dafiir wurde deutlich mehr IL-1f sezerniert.

Eine Infektion von MM6 Zellen mit allen Sa-Stdmmen fiihrte zu einer vehementen Zytokin-
freisetzung. Es wurde das gesamte untersuchte Zytokinspektrum sezerniert, mengenmafig
iiberwogen IL-1B, IL-6, IL-8 und TNF-a (sh. Abbildung 13). SCV fiihrte in MM6 zu einer
deutlich geringeren Zytokininduktion als die anderen Sa-Stdmme, wobei sich insbesondere
die Konzentrationen von IL-6 und TNF-a unterschieden, deren Relation sich anndhernd
umkehrte. Bei den B2B Zellen kam es nach Infektion mit allen Sa-Stimmen ebenfalls zu einer
kréftigen Reaktion, wobei insbesondere die Zytokine IL-6, IL-8, IFN-y und TNF-f sezerniert
wurden. Der Enteroxin-C (Superantigen) bildende Keim fiithrte zu einer ungewohnlich

schwachen Reaktion der B2B Zellen (sh. Abbildung 14).

Durch Logarithmieren der Zytokinspiegel konnen auch die Zytokine differenziert betrachtet

werden, die in geringeren Mengen sezerniert wurden. AuBBerdem waren die Zytokine in allen
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bisher von uns durchgefiihrten Untersuchungen log-normalverteilt, so dass trotz Verzerrung
der Verteilung durch Bodeneffekte bei einigen Zytokinen eine parametrische Darstellung bei
den logarithmierten Daten gerechtfertigt erscheint (Abbildung 15 und Abbildung 16). Bei der
detaillierten Ergebnisbetrachtung der Zytokinspiegel in den Zellkulturiiberstdnden erscheinen

weitere Befunde erwdhnenswert.

Hierbei zeigte sich, dass MM6-Zellen basal ein differenzierteres Zytokinspektrum
sezernierten als B2B-Zellen. Betrachtet man bei den MM6 Zellen die Relation von Tyl/Th2 —
Zytokinen (Abbildung 15), so war IFN-y in allen MM6-Zellkulturiiberstinden nachweisbar
und wurde durch alle pathogenen Keime, jedoch nicht durch Silika und S.epi. aufreguliert. IL-
12, das bei der Antigenpridsentation den Tyl- Phidnotyp reprisentiert, wurde bis auf die
Kontrollen und die Infektion mit S.epi bei allen Stimuli aufreguliert. Die Freisetzung von IL-
10, das iiber die Induktion regulatorischer T-Zellen eine immunmodulierende Wirkung ausiibt
und in einigen Untersuchungen eine Ty2-Priferierung bewirkt, wurde durch die eingesetzten
Stimuli nur unwesentlich beeinflusst. Das gilt genauso fiir IL-4. Bei IL-5 fiihrten die
pathogenen Keime, nicht jedoch Silika und S.epi zu einer allerdings nur geringfiigigen
Erhohung der Freisetzung. Insgesamt lieB sich bei den Zytokinspiegeln in MM6-
Zellkulturiiberstinden erwartungsgemél eher eine diskrete Ty 1- Préferierung ablesen.

Betrachtet man die Ty1/Ty2 Polarisierung bei B2B Zellen, zeigen sich in etwa gleichsinnige
Effekte wie bei den MM6 Zellen. Die Tyl-Polarisierung nach Infektion mit pathogenen Sa-

Stammen ist hier etwas deutlicher sichtbar.
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Abbildung 15: Stacked-Bar Grafik der von MM6 Zellen freigesetzten Zytokine (Mittelwert in pg/ml,
logarithmiert) in Abhéingigkeit des eingesetzten Stimulus. Die Ordinate ist logarithmiert, was die
Darstellung von Mittelwert statt Median erlaubt sowie die Darstellung von Unterschieden auch bei

Zytokinen, die in geringen Mengen sezerniert wurden.
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Abbildung 16: Stacked-Bar Grafik der von B2B Zellen freigesetzten Zytokine (Mittelwert in pg/ml,
logarithmiert) in Abhéingigkeit des eingesetzten Stimulus. Die Ordinate ist logarithmiert, was die
Darstellung von Mittelwert statt Median erlaubt sowie die Darstellung von Unterschieden auch bei

Zytokinen, die in geringen Mengen sezerniert wurden.
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4. Diskussion

Von einer vermehrten Bildung von IL-1B, IL-6 und / oder IL-8 nach Stimulation von
Atemwegsepithel- oder Endothelzellen mit Sa wird von mehreren Autoren berichtet”” ),
TNF-a ist ein Zytokin das von Makrophagen als Reaktion auf bakterielle Bestandteile
gebildet wird und proinflammatorisch wirkt. Daher ist dessen vermehrte Bildung als Reaktion
auf externe Stimuli nicht verwunderlich. Eine vermehrte Bildung von TNF-a nach Infektion
von Korneaepithelzellen bzw. Keratinozyten mit Sa bzw. Sa Protein A konnten auch Kumar
und Mitarbeiter®® sowie Aufiero et al.®" feststellen. Auch Nakagawa und Mitarbeiter stellten
eine Induktion der Bildung von IL-1, IL-6 und TNF-a nach Infektion von MM6-Zellen mit Sa
fest®. Untersuchungen an Endothelzellen von humanen Nabelvenen zeigten, dass die Stirke
der Expression verschiedener Zytokine sich bei verschiedenen Sa-Isolaten unterscheidet®™.
Soderquist und Mitarbeiter beobachteten, dass unterschiedliche Stimme von Sa verschiedene
Zytokine induzieren®”. Sie stellten fest, dass die Zytokinproduktion auch abhéngig davon ist,

ob das Isolat Enterotoxine bildet oder nicht.

Neben in vitro Untersuchungen zu zelluldren Effekten von Sa auf Proteinebene sollten in
dieser Studie auch dessen Effekte auf Genebene untersucht werden. Eine Methode zur
Bestimmung von differentiell regulierten Genen stellt der cDNA Microarray dar. Hierbei wird
zundchst aus den zu untersuchenden Proben mRNA isoliert und diese in cDNA
umgeschrieben. Die ¢cDNA wird dann auf Microarrayobjekttriger aufgetragen, die mit
Oligonukleotiden von interessierenden Genen bestiickt sind. Bei Vorhandensein des der
cDNA entsprechenden Genes bindet diese an das Gen. In die ¢cDNA wird bei der
Transkription eine sogenannte Capture-Sequenz eingebaut. An diese Capture-Sequenz kann
ein fluoreszenzmarkiertes Reagenz binden. Ungebundene cDNA wird abgewaschen und das
Fluoreszenzsignal der gebundenen cDNA wird mittels eines Lasers detektiert. Boldrick und
Mitarbeiter stellten fest, dass eine Infektion mit unterschiedlichen Bakterien zu Unterschieden
in der Genexpression fiihrt, vermutlich bedingt durch unterschiedliche Virulenzfaktoren. Sie
fanden eine Gruppe von Genen die bei allen Bakterien differentiell reguliert wurden und eine

@5 Beim

weitere Gruppe die abhdngig vom Bakterium differentiell reguliert wurden
Vergleich von Sa-positiven CRSNP" Patienten mit Sa-negativen CRSNP" Patienten waren 2
% der untersuchten ca. 1200 Gene aufreguliert und 2 % abreguliert. Die Interpretation der
biologischen Zusammenhénge der aus dem Microarray gewonnenen Daten kann mit Hilfe des
,Gene Ontology Consortiums*“*® durchgefiihrt werden. Programme wie das auf dem Internet
basierende System ,,WebGestalt™ ermoglichen eine Identifikation von auf- und abregulierten

Genen innerhalb der Gene Ontology-Kategorien®”.
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Bei den hier durchgefiihrten Untersuchungen von Sa-positiven und Sa-negativen CRSNP"
Patienten waren Gene der Kategorie ,,antigen processing and presentation” iiber MHC 1
Molekiile aufreguliert. Eine Aufregulierung von MHC 1 Molekiilen wurde auch bei Sa
infizierten humanen Nabelvenen-Endothelzellen festgestellt’). Da Sa primir als
extrazelluldrer Pathogen gilt, wiirde man eher eine Aufregulierung von MHC II Genen
erwarten. MHC I Molekiile priasentieren Pathogene, die im Zytoplasma der Zelle leben, wie
z.B. Viren oder intrazellulédr liberlebende Bakterien. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass
Sa in vivo auch intrazelluldr vorkommt, was ja bereits von einigen Autoren berichtet
wurde®%*?. Hierbei wird Sa nicht iiber Toll-like Rezeptoren in die Zelle aufgenommen und
via MHC-II Molekiile prasentiert, sondern iiber bakterielle Fibronektin-Bindungsmolekiile,
z.B. iiber a5B1-Rezeptor, um dann iiber MHC-I Rezeptoren prédsentiert zu werden. Die
Befunde der Gen-Expressionsanalysen konnen ein Hinweis darauf sein, dass die Aufnahme
{iber Fibronektin-Rezeptoren und MHC-I Prisentation bei Sa-positiven CRSNP'-Patienten
einen pathophysiologisch relevanten Vorgang darstellt.

Moreilhon und Mitarbeiter™

inkubierten Epithelzellen mit Ilebendem Sa sowie
Kulturiiberstdnden von Sa. Sie stellten eine Aufregulierung verschiedener Gene die an einer
Entziindungsantwort beteiligt waren fest, einschlieBlich der Gene fiir IL-1p, IL-6 und IL-8.
Sie fanden auBerdem, dass eine Inkubation mit Bakterieniiberstand zu stirkeren
Zellreaktionen fiihrte als lebende Bakterien selbst. In den hier durchgefiihrten
Genexpressionsanalysen waren diese Gene bei Sa-positiven CRSNP" Patienten im Vergleich
zu Sa-negativen CRSNP" Patienten nicht aufreguliert. Es ist moglich dass diese Gene bereits
durch die chronische Entziindung aufreguliert waren und das zusitzliche Auftreten von Sa im
entzlindeten Gewebe ihre Transkription nicht weiter erhohen konnte. Dies konnte auch fiir
verschiedene Gene fiir T2 Zytokine zutreffen wie IL-4, IL-5, IL-13 und GM-CSF, die mittels
des Microarrays untersucht wurden. Es konnte jedenfalls auf der durch cDNA-Microarrays

erfassten mRNA-Ebene bei Sa-positiven im Vergleich zu Sa-negativen CRSNP" Patienten

keine Polarisation in Richtung Ty2 festgestellt werden.

Um weitere immunmodulatorische Eigenschaften einer Sa-Infektion bei CRS Patienten zu
untersuchen, wurden die Biomarker IL-5, IFN-y, ECP, Eotaxin, G-CSF und Gesamt-IgE in
nasalen Lavagen untersucht. Dies sollte dazu dienen, einen moglichen Ty2 -Shift bei Sa-
positiven Patienten auf Proteinebene nachzuweisen. Wie bereits von Riechelmann und

(88)

Mitarbeitern beschrieben wurde™’, waren die Il1-5 und Gesamt- IgE Konzentrationen bei

CRNSP" Patienten hoher als bei CRSNP” Patienten und Kontrollpatienten. Die Konzentration
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4. Diskussion

der in der nasalen Lavage gemessenen Zytokine wurde jedoch durch den Nachweis von Sa
nicht beeinflusst (p > 0,13 bei allen Zytokinen). Es fanden sich also wie auf mRNA-Ebene
auch auf Proteinebene keine Hinweise darauf, dass Sa in vivo die Tyl/Ty2- Balance bei
CRSNP" beeinflusst. Dies unterscheidet sich von Ergebnissen bei der allergischen Rhinitis,
wo der Nachweis von Sa zu einer Verstirkung der Ty2- Polarisation gefiihrt hatte®. Die
Konzentrationen von ECP, Eotaxin und IFN-y unterschieden sich in dieser Untersuchung
nicht zwischen den drei Patientengruppen. Dies steht im Unterschied zu anderen Studien'".
Diese Unterschiede konnen durch die Verwendung unterschiedlicher Proben erklirt werden,
da in dieser Studie nasale Lavagen anstelle von Gewebehomogenisaten wie bei Bachert und

%) yverwendet wurden. Ein Ty2 Shift nach Sa-Infektion konnte in vivo bei dieser

Mitarbeitern
Untersuchung nicht nachgewiesen werden und unterstreicht so die Ergebnisse der

Zellkulturversuche.
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5. Zusammenfassung

In der hier durchgefiihrten Studie ,,Untersuchungen zur mikrobiellen Besiedlung der
Nasenhohle von Patienten mit chronischer Rhinosinusitis unter besonderer Beriicksichtigung
von Staphylococcus aureus und Staphylococcus aureus Small Colony Varianten® sollte das
Keimspektrum der chronischen Rhinosinusitis (CRS) beim Menschen, mit Schwerpunkt auf
Staphylococcus aureus (Sa) und seinem Small Colony Variant (SCV) -Phanotyp, untersucht
werden. Die chronische Rhinosinusitis (CRS) ist eine hdufig vorkommende Erkrankung die
bei etwa 5-15 % der Bevolkerung westlicher Industrienationen auftritt. Thre Atiologie ist noch
unbekannt, allerdings wird als mogliche Ursache eine Infektion mit Bakterien diskutiert.
Unter den Bakterien wird dem grampositiven Keim Staphylococcus aureus eine grofie
Bedeutung bei dieser Erkrankung zugeschrieben.

In dieser Studie wurden Nasenschleimhautbiopsien und Nasenspiilproben von 31 Patienten
mit CRS und nasalen Polypen (CRSNP'), 13 Patienten mit CRS ohne nasale Polypen
(CRSNP) und 21 Kontrollpatienten mit verschiedenen mikrobiologischen Methoden
untersucht. Die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie stellen eine bakteriologische Ursache
fiir die chronische Rhinosinusitis in Frage. Es wird deutlich, dass der normale Phénotyp von
Sa keine wesentliche Rolle bei der CRS spielt, da dieser Keim sowohl bei erkrankten als auch
bei gesunden Probanden etwa gleich héufig auftrat, bei CRSNP" Patienten sogar in noch
geringerer Menge als bei den anderen beiden Gruppen. In keiner der untersuchten Proben
konnten SASCV nachgewiesen werden, so dass deren Rolle bei der CRS untergeordnet
erscheint. Auf Grund der kleinen Fallzahlen kann von dieser Studie zwar nicht auf die
Gesamtbevolkerung geschlossen werden, aber die Ergebnisse geben dennoch Hinweise auf
die tatsdchliche Situation. Auch bei der Untersuchung der {ibrigen in den Proben
vorkommenden gram-positiven und gram-negativen, aeroben und anaeroben Bakterien
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt
werden. Beim Vergleich der hier angewandten mikrobiologischen Nachweismethoden, stellte
sich heraus, dass die Bakterienkultur im Vergleich zur Real-time PCR und der Fluoreszenz in
situ Hybridisierung die sensitivste Methode war. Die PCR hat allerdings den Vorteil dass
auch DNA toter Bakterien nachgewiesen werden kann, und dass sie erheblich schneller
durchzufiihren ist als die Bakterienkultur. Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung an
Paraffingewebsschnitten scheint nach den hier vorliegenden Ergebnissen nicht geeignet zu
sein, Sa im Gewebe nachzuweisen. Auf diesem Gebiet besteht also noch Bedarf an weiterer
Optimierung der Methode an Paraffinschnitten.
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5. Zusammenfassung

Neben bakteriologischen Untersuchungen von Patientenproben sollten Auswirkungen des Sa
und SASCV- Nachweises auf nasale immunologische Parameter erfasst werden. Hierzu sollte
das nasale Zytokinmuster erhoben werden und mdgliche Unterschiede der Genexpression bei
CRSNP" Patienten mit Sa- Nachweis untersucht werden. Wie eine Infektion mit Sa bzw.
SASCYV zelluldre Reaktionen auf Proteinebene beeinflusst und ob Unterschiede zwischen Sa
und SASCV in der induzierten Zellantwort bestehen, wurde =zusitzlich an humanen
monozytiren MonoMac-6 Zellen (MM6) und an humanen Atemwegsepithelzellen der
Zelllinie BEAS-2B (B2B) untersucht. Eine in vitro Infektion dieser beiden Zelltypen mit
verschiedenen Sa- Staimmen fiihrte zu einer unspezifischen Stimulierung der Sekretion aller
untersuchten Proteine. Eine Polarisation in Richtung Tyl bzw. Ty2, also in Richtung CRSNP”
bzw. CRSNP" konnte nicht festgestellt werden. Auch die Microarrayanalysen von Sa-
positiven und Sa-negativen Biopsien von CRSNP' Patienten zeigen keine vermehrte
Expression von Genen flir Zytokine die fiir Tyl oder Ty2 polarisieren. Ebenso wurde die
Konzentration der in der nasalen Lavage gemessenen Zytokine durch eine Infektion mit Sa
nicht beeinflusst und ein Ty2 Shift war nicht erkennbar.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieser Studie, dass bei der CRS vermutlich zunéchst eine
Entziindung vorliegt, die dann ggf. die bakterielle Besiedlung fordert, als dass diese
Entziindung initial durch eine bakterielle Infektion induziert wird. Es sei aber nochmals
darauf hingewiesen, dass hier nur kleine Fallzahlen untersucht wurden. Klarheit konnte eine
grof} angelegte Studie mit mdglichst hohen Patientenzahlen und einer gut charakterisierten
Patientenpopulation sowie ggf. die Verwendung molekularer Verfahren zum Nachweis
bakterieller Erreger bringen. Diese Studie zeigt, dass eine bakterielle Ursache der CRS

unwahrscheinlich ist.
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6. Abstract

Aim of the study “Analysis of the microbial colonization of the nose of patients with chronic
rhinosinusitis with special interest on Staphylococcus aureus and Staphylococcus aureus
Small Colony Variants” was to evaluate the bacterial flora of the nose of patients with chronic
rhinosinusitis (CRS) in humans, with special interest on Staphylococcus aureus (Sa) and its
Small Colony Variant phenotype (SCV).

CRS is a common disease affecting about 5-15 % of the population in western industrial
countries. Its etiology is still unknown, however, an infection with bacteria is discussed. The
gram positive germ Staphylococcus aureus is said to play an important role in this disease. In
this study, biopsy specimens of nasal mucosa as well as nasal lavages of 31 patients with CRS
and nasal polyps (CRSNP"), 13 patients with CRS without nasal polyps (CRSNP) and 21
controlpatients were examined using different microbiological detection methods. According
to the results of this study, it is questionable if CRS is caused by bacteria. Sa could be
detected in almost the same amount in CRSNP" patients and controls, CRSNP" patients were
even less infected with Sa. Its role in CRS is therefore more than questionable. In none of the
examined samples SASCV could be detected, suggesting that they play a minor role in CRS.
However, one has to consider the small patient group examined, so that one can not conclude
to the whole human population, but nevertheless this study gives evidence to the actual
situation. There were also no significant differences in the detection rate of the other bacteria
detected in the samples. Comparing the different detection methods, bacterial culture was the
most sensitive one compared to Real-time PCR and fluorescence in situ hybridization.
Anyhow, the advantage of the PCR is the possibility to detect also dead bacteria and that this
method is much faster than culture. Fluorescence in situ hybridization does not seem to be
suitable for Sa detection in tissue samples. This method still has to be optimized in further
studies.

Besides the microbiological examination of patient samples, the influence of Sa and SASCV
on nasal immunological parameters should be evaluated. Nasal biomarker concentrations in
nasal lavages were measured and gene expression analyses in CRSNP" patients positive for
Sa were examined. The influence of an infection with Sa or SASCV on cells on protein level
as well as possible differences in cell reactions to Sa were studied with the human monocytic
cell line MonoMac-6 (MM6) and the human respiratory epithelial cell line BEAS-2B (B2B).
The infection of these two cell lines with different Sa strains lead to an unspecific secretion of
all examined cytokines. A Tyl or Ty2-shift could not be observed. Microarray data did not
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show differences in gene expression polarising for Tyl or Ty2 when comparing Sa positive
with Sa negative CRSNP" patients. The concentrations of nasal biomarkers also did not show
significant differences between Sa positive and Sa negative patients and no Ty2 shift could be
observed.

Altogether, it is likely that the initial event in the development of CRS is an inflammation
which possibly advances bacterial colonization, rather than an initial bacterial infection.
Again, it has to be pointed out, that only a small study population was examined.

For a better understanding of the role bacteria play in CRS, further studies with large study
populations should be done, added by molecular detection methods for pathogenic bacteria.

But this study shows, that it is unlikely that bacteria play a major role in CRS.
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