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Schau und du wirst finden

— was nicht gesucht wird, das wird unentdeckt bleiben.

Sophokles, griechischer Dramatiker, 496-406/5 v. Chr.
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1. Einleitung und Problemstellung

1.1. Einleitung

Diese Arbeit untersucht den Effekt der Infektion mit dem obligat intrazellularen
Bakterium Chlamydia pneumoniae auf den Ablauf der experimentell induzierten
Apoptose in der Wirtszelle. Hier soll zunachst dargestellt werden, was man unter
dem Begriff der Apoptose versteht, und welche Bedeutung sie in Physiologie und

Infektionsbiologie besitzt.

1.1.1. Definition der Apoptose

Bereits im Jahr 1842 gab es erste Arbeiten zur Untersuchung des Zelltodes. Carl
Vogt beobachtete in seinen Untersuchungen zur Entwicklungsbiologie der Ge-
burtshelferkréte, dass beim Umbau von Knorpelgewebe Zellen verschwanden und
fand Anhalt dafur, dass diese Zellen starben (Vogt, 1842). Auch weitere Arbeiten
Ende des 19. und Anfang des 20. Jahrhunderts beschrieben das Phanomen die-
ses genau vorhersagbaren Todes von Zellen und Gewebsbezirken. Der Begriff
,programmierter Zelltod“ wurde gepragt (Lockshin and Williams, 1965). Kurz dar-
auf wurde entdeckt, dass fur manche Formen des programmierten Zelltodes Pro-
teinneusynthese notwendig ist. Es muss sich also dabei um einen aktiven Prozess
handeln (Tata, 1966). Kerr beschrieb 1972, dass auch in den Zellen des erwach-
senen Menschen ein Zelltodsystem existiert. Er und seine Mitautoren bezeichne-
ten diesen Vorgang als ,Apoptose®, altgriechisch fur ,Wegfallen®, etwa wie das Ab-
fallen der Blatter von Baumen oder der Blutenblatter von Blumen. Damit wurde
das Prinzip beschrieben, dass sich der Organismus von Teilen seiner selbst entle-
digt und dies ein geregelter, wahrscheinlich fir den Organismus vorteilhafter Vor-

gang ist (Kerr et al., 1972).

1.1.2. Formen des Zelltods

Apoptose ist also ein aktiver Prozess: Die Zelle stirbt infolge der Aktivierung ihres
intrazellularen Zelltodsystems (s.u.). Auch wenn vermutlich der tGberwiegende Teil
des in vivo stattfindenden Zelltodes durch Apoptose stattfindet, kdonnen Zellen
auch in Abwesenheit von Apoptose sterben. Der aktive Beitrag der Zelle zu die-
sem nicht-apoptotischen Zelltod ist unklar, und verschiedene Autoren benutzen

verschiedene Namen zu seiner Beschreibung. Die gangigste Bezeichnung ist die
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der Nekrose. Ein moglicherweise wichtiger Unterschied zwischen diesen Formen
besteht in der Konsequenz des Zelltodes fur die umgebenden Zellen. Apoptoti-
sche Zellen werden vor dem Verlust der Membranintegritat phagozytiert, und es
erfolgt keine Freisetzung von Entziindungsmediatoren (Hart et al., 1996). Nekroti-
sche Zellen dagegen verlieren die Membranintegritat, der Zellinhalt lauft aus und
kann bei benachbarten Zellen schwere Entzindungen auslosen (Savill et al.,
1993).

In der Literatur wird weiter der Begriff des ,Programmierten Zelltodes® benutzt.
Apoptose und ,Programmierter Zelltod® beschreiben den gleichen molekularen
Prozess, den physiologischen Zelltod. Die Bezeichnung ,Programmierter Zelltod®
ist dem physiologisch wahrend der Ontogenese auftretenden Zelltod vorbehalten
(Hacker, 1999).

1.1.3. Molekularer Ablauf der Apoptose

Ein Signaltransduktionsweg fuhrt zum Tod durch Apoptose. Ein gangiges Modell
unterscheidet zwei getrennte Wege der Apoptoseinitiierung, den todesrezeptor-
vermittelten und den sog. mitochondrialen Weg. Beide minden in einer gemein-

samen Endstrecke.

Die Aktivierung Uber den rezeptorvermittelten Weg kann Uber unterschiedliche
Todesrezeptoren vermittelt werden. Der bekannteste Todesrezeptor ist CD95.
Durch Bindung des Liganden an den Rezeptor wird die Bildung des intrazellularen
Aktivierungskomplexes DISC (death inducing signalling complex) ausgelost. CD95
bindet hierbei an das Protein FADD, und FADD wiederum interagiert mit Pro-
caspase-8. In diesem Prozess der DISC-Bildung wird Caspase-8 aktiviert. Die ak-
tivierte Caspase-8 aktiviert die Effektorcaspase-3 durch limitierte Proteolyse (Kru-
eger et al,, 2001; Ashkenazi and Dixit, 1998). Caspase-8 kann weiter durch
Spaltung des BH3-only-Proteins Bid zu tBid (s.u.) in den mitochondrialen Weg
eingreifen (Li et al., 1998; Lou et al., 1998).

Der mitochondriale Weg wird rezeptorunabhangig aktiviert; man spricht haufig von
einer Aktivierung durch verschiedene Formen von Stress, sei es durch Entzug von

Wachstumsfaktoren, UV-Strahlung oder im Experiment durch den Kinaseinhibitor
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Staurosporin. Durch einen komplexen Vorgang wird dann die Freisetzung von Cy-
tochrom ¢ aus den Mitochondrien ins Zytoplasma ausgelost. Dort kann Cytochrom
¢ mit dem Adapter Apaf-1, der Procaspase-9 und ATP einen Aktivierungskomplex
bilden, der ,Apoptosom“ genannt wird. In diesem Komplex wird die Procaspase-9
aktiviert, die ihrerseits die Caspasen-3 und -7 aktiviert. Caspase-3 aktiviert die
Caspasen-7 und -6 (Slee et al., 1999).

Die Aktivitdt von Caspase-3 (und teilweise von Caspasen-6 und -7) fuhrt durch
Proteolyse von mehreren hundert Substraten zu vielseitigen Veranderungen in-
nerhalb der Zelle (Fischer et al., 2003). Die Ordnung des Zytoskeletts |6st sich auf
und die Zellmembran externalisiert Phosphatidylserin. Durch die Interaktion mit ei-
nem Phosphatidylserin-Rezeptor der Phagozyten werden zusatzlich die anti-
inflammatorischen Zytokine TGFB und IL-10 aktiviert. Die DNS wird in Stlcke ge-
schnitten, bis zuletzt einzelne Fragmente von der Lange vorhanden sind, die um

ein Nukleosom gewickelt ist (etwa 250 pb).

Bisher sind beim Menschen sechs Caspasen bekannt, die mit der Apoptose in Zu-
sammenhang stehen. Sie liegen als inaktive Zymogene im Zytoplasma vor. Bei
der Prozessierung zur aktiven Caspase wird die Prodomane abgespalten. Die ka-
talytische Doméane besteht aus zwei Untereinheiten, die ebenfalls durch Proteoly-
se entstehen. Sie bilden ein Heterodimer mit einem katalytischen Zentrum. Zwei
dieser Heterodimere bilden die aktive Caspase (Cain et al., 1999). Beim Men-
schen wie auch bei anderen Vertebraten werden die Caspasen in zwei Gruppen
unterteilt: Die Initiatorcaspasen-8, -9 und -10, die nach Rekrutierung in einen Pro-
teinkomplex durch Autokatalyse aktiviert werden, und die Effektorcaspasen-3, -6
und -7, die durch die Initiatorcaspasen aktiviert werden. Die Einordnung der

Caspase-2 wird noch diskutiert (Thornberry and Lazebnik, 1998).

Es existiert eine grol3e Anzahl von Regulatorproteinen, die entweder stimulierend
oder hemmend in die Apoptose eingreifen. Die Proteine der Bcl-2-Familie regulie-
ren die Freisetzung von Cytochrom c. Bcl-2-Proteine sind durch die sog. Bcl-2-
Homologiedomanen (BH-Domanen) 1-4 gekennzeichnet. Die Familie besteht aus
drei Untergruppen (Abbildung 1): den antiapoptotischen Bcl-2-Proteinen, den pro-

apoptotischen Proteinen der Bax/Bak-Gruppe und den proapoptotischen Proteinen
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der BH3-only-Gruppe (vereinfacht auch BH3-Proteine genannt). Letztere besitzen

lediglich die BH3-Domane.
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Abbildung 1: Die zwei Signaltransduktionswege der Apoptoseinitiation beim S&ugetier.
Der todesrezeptorvermittelte und der mitochondriale Weg werden unterschieden. Sie
sind durch das Protein Bid miteinander verbunden. Diverse pro- und antiapoptotische
Proteine sind an dem komplexen Prozess beteiligt. Genauere Informationen sind dem
Text zu entnehmen.

Zu den antiapoptotischen Regulatoren zahlen Bcl-2, Bcl-x., Bcl-w, Mcl-1, A1,

Boo/Diva/Bcl-2-L10 und Bcl-B. Sie kdnnen die Freisetzung von Cytochrom c aus

den Mitochondrien verhindern (Adams and Cory, 2001; Bouillet and Strasser,

2002).

Essentiell fur die Freisetzung von Cytochrom c ist die Bax/Bak-Gruppe. In Zellen,

denen diese beiden Proteine fehlen, ist der mitochondriale Weg inaktiv (Bouillet
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and Strasser, 2002). Bax transloziert wahrend der Aktivierung an die Mitochon-
drienmembran, inseriert dort und komplexiert mit weiteren Bax-Molekulen, was
uber einen kontrovers diskutierten Vorgang zur Freisetzung von Cytochrom c
fuhrt. In diese Gruppe lassen sich aufgrund der proapoptotischen Eigenschaften
und Strukturahnlichkeiten auch Bcl-xs, Bok/Mtd und Bcl-G, einordnen (Eskes et
al., 2000; Bouillet and Strasser, 2002).

Zu den BH3-only-Proteinen gehdren mindestens acht Proteine: Bad, Bid, Bik/ BIk,
Bim, Bmf, Hrk, Noxa und Puma. Ihre Funktion besteht darin, nach eigener Aktivie-
rung durch Apoptosestimuli die Bax/Bak-Gruppe zu aktivieren oder antiapoptoti-
sche Bcl-2-Proteine zu ,neutralisieren”. Die Regulation der BH3-only-Proteine er-
folgt auf unterschiedliche Weise, wobei im Allgemeinen ein Apoptosestimulus ein
BH3-only-Protein aktiviert. Bisher lassen sich nur ein Teil der Apoptosestimuli und

ein Teil der BH3-only-Proteine einander zuordnen.

Wie bereits oben erwahnt, wird durch das CD95-Signal, aber auch durch den Tu-
mornekrosefaktor, die Bid-Aktivierung und damit die Apoptoseinduktion ausgeldst.
Bim und Bmf kdnnen auf mehrere Arten stimuliert werden. Dabei ist bedeutsam,
dass beide Proteine an das Zytoskelett der Zelle gebunden sind. Bim bindet an
DLC1 (,dynein light chain®), einer Komponente des Dynein-Motor-Komplexes
(Puthalakath et al., 1999), Bmf an DLC2, einer Komponente des Myosin-V-Motor-
Komplexes (Puthalakath et al., 2001). Gewisse Stimuli, wie Zytokinentzug, abnor-
maler Kalziumionenfluss (Bouillet et al., 1999), Entzug von Wachstumsfaktoren bei
Neuronen (Harris and Johnson, 2001), Behandlung mit Taxol, lonomycin (Bouillet
and Strasser, 2002) oder Staurosporin (Fischer et al., 2004b) fihren zur Freiset-
zung von Bim aus dem Zytoskelett. Bim kann dadurch z.B. die antiapoptotischen
Bcl-2-Proteine aufsuchen und antagonisieren (Puthalakath et al., 1999). Bmf da-
gegen wird durch Anoikis, dem Abldsen von Zellen aus dem Zellverband, aktiviert.
Sowohl Bim als auch Bmf werden durch UV-Strahlung aus dem Zytoskelett freige-
setzt (Puthalakath et al., 2001).

Puma und Noxa werden auf der Transkriptionsebene reguliert. Bisher ist bekannt,
dass die Genexpression von Puma durch DNS-Schaden (z.B. durch ionisierende
Strahlung oder Behandlung mit Etoposid), Behandlung mit Glukokortikoiden und

Entzug von Wachstumsfaktoren induziert wird (Han et al., 2001). Noxa kann nach
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bisherigem Wissen durch Réntgenstrahlung aktiviert werden (Oda et al., 2000).
Die Apoptose infolge von DNS-Schaden wird bei beiden Proteinen (mindestens in
Thymozyten und Fibroblasten) durch den Tumorsuppressor p53 vermittelt, der
Noxa und Puma transkriptionell induziert (Han et al., 2001).

Bad kann durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung reguliert werden. Im
phosphorylierten Zustand ist Bad ublicherweise an das Protein 14-3-3- gebunden.
Dadurch vermag es nicht, mit den antiapoptotischen Bcl-2-Proteinen zu heterodi-
merisieren und diese dadurch zu inaktivieren. Dieser antiapoptotische Zustand
kann durch Proteinkinasen wie Akt oder Raf-1 unterstitzt werden. Durch
Dephosphorylierung, die z.B. durch Zytokinentzug oder durch aktives Calcineurin
hervorgerufen werden kann, bricht die Bindung zum 14-3-3~Protein weg und Bad
kann die antiapoptotischen Bcl-2-Proteine hemmen. Damit kommt es zum Zelltod
(Wang et al., 1999; Bouillet and Strasser, 2002)

Weitere Regulatorproteine wie die mitochondrialen Proteine DIABLO/Smac und
AIF (Adams and Cory, 2001), das zellulare Protein cFLIP (Krueger et al., 2001)
und die IAP (inhibitor of apoptosis proteins) (Deveraux and Reed, 1999; Adams
and Cory, 2001) greifen an verschiedenen Stellen der Signaltransduktion stimulie-

rend oder hemmend ein (Abbildung 1).

1.1.4. Morphologische Zeichen der Apoptose

Lichtmikroskopisch sichtbar ist ein Herauslésen der betroffenen Zelle aus dem
Zellverband. Die Fragmentierung der Zelle beginnt mit dem Ausstulpen der Memb-
ran an mehreren Stellen und schliel3lich dem Ablésen von membranumschlosse-
nen Vesikeln, den sogenannten apoptotischen Kérperchen. Die Kondensation des
Chromatins und der Zerfall des Zellkerns werden beobachtet. Die sog. apoptoti-
schen Korperchen (membranumschlossene Zerfallsprodukte) werden zugig durch
benachbarte Zellen oder Makrophagen phagozytiert (Hacker, 1999; Savill et al.,
1993; Thornberry and Lazebnik, 1998).

1.1.5. Biologische Anwendungen des physiologischen Zelltodes
Der physiologische Zelltod ist bei der Ontogenese und wahrend des Lebens von

vielzelligen Tieren von grol3er Bedeutung.
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Der ,Programmierte Zelltod“ findet wahrend der Embryogenese statt, und erlaubt
die Restrukturierung von Geweben (Sanders and Wride, 1995).

Die Apoptose spielt weiter eine wichtige Rolle im Immunsystem. Wahrend der
Reifung der Thymozyten werden potentiell autoreaktive Thymozyten durch Apop-
tose eliminiert (King and Ashwell, 1994). Granulozyten werden standig im Kno-
chenmark neu hergestellt und sterben nach wenigen Tagen in der Peripherie
durch Apoptose.

Um die Zellzahl in den proliferierenden Geweben in erwachsenen Organismen
konstant zu halten (Gewebshomoostase), muss durch Apoptose eine entspre-
chende Anzahl von Zellen wieder sterben. Dies gilt sehr wahrscheinlich fir alle
fortlaufend proliferierenden Gewebe (Hacker, 1999). Zum Beispiel entsteht bei der
spezifischen Immunantwort nach Antigenkontakt eine grof3e Zahl von B- und T-
Lymphozyten der entsprechenden Antigenspezifitdt. Wenn die Infektion Gberstan-
den ist, werden die Lymphozyten durch Apoptose wieder bis zum Ausgangswert
abgebaut (Strasser and Bouillet, 2003).

Apoptose wird auch zur Verteidigung des Organismus gegen schadliche Ein-
flusse verwendet. So werden beispielsweise Zellen, die durch ionisierende Strah-
lung, Zytostatika oder andere Substanzen einen DNS-Schaden erlitten haben,
durch Arrest in der G1-Phase von der weiteren Zellteilung abgehalten oder sie be-
gehen Selbstmord in Form von Apoptose (Yonish-Rouach, 1996; Wyllie et al.,
1999). Dadurch kann sich der Organismus vor der Proliferation genetisch veran-
derter Zellen schitzen. Die Wahrscheinlichkeit der Tumorformation wird reduziert.

Auch zytotoxische T-Lymphozyten konnen genetisch veranderte oder mit Viren in-
fizierte Zellen dazu zwingen, ihren Apoptoseapparat zu aktivieren (Sarin et al.,
1997; Vaux and Strasser, 1996).

Um eine Virusinfektion wirksam von der weiteren Ausbreitung abzuhalten, kann
eine Zelle ebenfalls ihr Apoptosesystem in Gang setzen. Da Viren Wirtszellen zu
ihrer weiteren Verbreitung bendtigen, ist der Tod der infizierten Zellen ein fur den
Organismus vorteilhafter Vorgang, um die Virusinfektion einzudammen (Moss et
al., 1999).

1.1.6. Antiapoptotische Aktivitaten von Viren, Parasiten und Bakterien
Bei einigen Viren konnten antiapoptotische Aktivitdten nachgewiesen werden, die

den Viren das Uberleben und die Vermehrung in einigen Zelltypen erméglichen.
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Dazu zahlen z.B. Adenovirus Typ 5, Zytomegalievirus, Epstein-Barr-Virus, Herpes
simplex-Viren Typ 1 und 2 und Varicella-Zoster-Virus (Muller and Rudel, 2001;
Miller, 1997; Teodoro and Branton, 1997; Hood, 2003). Diese Viren tragen Gene,

deren Produkte direkt das Apoptosesystem der Wirtszelle blockieren.

Auch mehrere Parasiten- und Bakterienstamme vermehren sich (zum Teil obligat)
intrazellular. FUr deren Vermehrung ware es ebenso nutzlich, wenn sie die apopto-
tische Aktivitat ihrer Wirtszellen zu ihren Gunsten beeinflussen kdnnten. Nash fand
1998 beim intrazellularen Parasiten Toxoplasma gondii antiapoptotische Aktivita-
ten (Nash, 1998).

Chlamydien sind obligat intrazellulare Bakterien. Zwei der drei humanpathogenen
Spezies sind bereits auf ihren Einfluss auf das Apoptosesystem der Wirtszelle un-
tersucht worden. C. psittaci induziert Apoptose in Epithelien und Makrophagen in
vitro (Gibellini et al., 1998; Ojcius et al., 1998); neuere Arbeiten beschreiben auch
eine antiapoptotische Aktivitat (Greene et al., 2004). Von C. trachomatis wird e-
benfalls sowohl Uber Apoptoseinduzierende als auch -inhibierende Aktivitat berich-
tet. Einerseits induzieren diese Bakterien Apoptose in vitro und in vivo (Gibellini et
al., 1998; Perfettini et al., 1999), andererseits inhibieren sie in vitro die Apoptose,
die experimentell ausgelost wurde (Fan et al., 1998). Die Grunde fur diese unter-
schiedlichen Reaktionen kénnen bisher nur vermutet werden (siehe auch Diskus-
sion). Wie schliellich die dritte humanpathogene Chlamydienspezies, C. pneumo-

niae, die Apoptose humaner Zellen beeinflusst, ist Inhalt dieser Dissertation.

1.1.7. Replikationszyklus der Chlamydien

Alle drei humanpathogenen Chlamydienstamme wachsen und vermehren sich ob-
ligat intrazellular. Dafur benutzen die Bakterien verschiedene Faktoren der Wirts-
zelle, wie etwa Nukleotide (Grayston, 1994). Der biphasische Entwicklungszyklus
dauert bei C. pneumoniae ca. 72 Stunden, bei C. trachomatis und C. psittaci je
nach Stamm zwischen 30 und 84 Stunden (Hogan et al., 2004). Wahrendessen
wandeln sich die Chlamydien von infektiosen, etwa 0,3 ym gro3en Elementarkor-
perchen in nicht-infektidse, aber metabolisch aktive, etwa 1,2 uym grof3e Retikular-

korperchen um und wieder zurick.
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Die erste, ungefahr vier bis zwolf Stunden dauernde Phase des Zyklus umfasst
den Eintritt der Elementarkorperchen und die Umwandlung zur reproduktiven
Form. Diese Phase beginnt mit dem Anheften der birnenférmigen (C. pneumoni-
ae) oder runden (C. trachomatis et psittaci) Elementarkérperchen an die Wirtszel-
le. Die Zellwand der Wirtszelle stulpt sich aus und die Elementarkorperchen wer-
den internalisiert. Dann wandeln sie sich in Retikularkdrperchen um. Diese
wachsen in der Vakuole heran und vermehren sich (Phase 2). Die dritte Phase
besteht aus der Konversion zu Elementarkorperchen und der Freisetzung der in-

fektidsen Einschlisse (Kuo et al., 1988; Kuo and Grayston, 1990).

1.1.8. Krankheiten durch Chlamydien

Alle drei Spezies kdnnen eine Pneumonie verursachen, am haufigsten C. pneu-
moniae. C. trachomatis verursacht dartber hinaus sexuell Ubertragbare Infektio-
nen des Urogenitaltraktes, wie Urethritis und Zervizitis, selten Epididymitis oder
Salpingitis. Nach letzterer besteht ein erhohtes Risiko fur eine extrauterine
Schwangerschaft oder tubulare Unfruchtbarkeit. In tropischen Landern kommen
drei weitere durch C. trachomatis verursachte Krankheitsbilder vor: Lymphogranu-
loma venereum, Einschlul3kdrperchen-Konjunktivitis und Trachom. Endokarditis,
Myokarditis und Perikarditis, aber auch reaktive Arthritis, sind seltene Krankheits-
bilder. Die Mehrzahl der Chlamydienerkrankungen verlauft leicht mit Infektionen
v.a. im Hals-Nasen-Ohren-Bereich wie Pharyngitis, Laryngitis, Sinusitis, Bronchitis
oder Otitis media. Die Ubertragung erfolgt dabei tiber Trépfchen von Mensch zu
Mensch. Dagegen erfolgt die Ubertragung der meldepflichtigen Psittakose (auch
Ornithose oder Papageienkrankheit genannt) durch infizierten Kot- und Feder-
staub von Papageien, Wellensittichen und andere Vogelarten. Es kann ein schwe-
rer Krankheitsverlauf mit hohem Fieber und atypischer Pneumonie auftreten. Nach
uberstandener Pneumonie oder Bronchitis besteht zumindest bei C. pneumoniae
ein erhohtes Risiko, an Asthma bronchiale zu erkranken (Grayston, 1994; Myhre
and Mardh, 1982).

C. pneumoniae wurde in vivo in arteriosklerotischen Plaques und im peripheren
Blut gefunden. In vitro wurden die Infektion und das Uberleben in menschlichen
Endothelzellen verschiedener Gefalle und glatten Muskelzellen der Aorta gezeigt
(Gaydos et al., 1996). Ob C. pneumoniae bei Arteriosklerose und Koronarer Herz-

krankheit eine Rolle spielt, wird immer noch kontrovers diskutiert. Einige Autoren
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sind der Meinung, dass die chronische Infektion mit C. pneumoniae zum Fort-
schreiten der Arteriosklerose und der Koronaren Herzkrankheit beitragt (Campbell
and Kuo, 2004; Saikku, 2000).

1.2. Problemstellung

Sowohl Apoptoseinduzierende als auch -inhibierende Eigenschaften wurden bei
zwei Chlamydienspezies beschrieben. Fur C. pneumoniae lagen keine Daten vor.
Das Ziel der Arbeit war es, die Einflussnahme dieser Bakterienspezies auf das
Apoptosesystem der infizierten Zelle zu verstehen. Die Veranderungen der apop-
totischen Antwort wahrend der Infektion wurden sowohl in intakten Zellen als auch
in Zellextrakten untersucht. Einige der moglichen Beitrage durch die Bakterien o-

der Wirtszellen wurden analysiert.

The Microbe is so very small
You cannot make him out at all.
But many sanguine people hope

To see him through a microscope.

Hilaire Belloc, Britischer Schriftsteller, 1870-1953
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2. Material und Methodik

2.1. Material

2.1.1. Antibiotika

Bezeichnung
Rifampicin

Penicillin/Streptomycin

2.1.2. Antikorper

Bezeichnung
Anti-Bcl-2
Anti-Caspase-3
Anti-Caspase-8
Anti-Caspase-9
Anti-CD95/Fas

Anti-Chlamydia-LPS

Anti-Cytochrom ¢
Anti-HSP-70
Anti-Mouse

Anti-Mouse

Anti-Rabbit

Anti-XIAP
(human/mouse)

Herkunft

mouse, monoclonal, IgG 1
rabbit, polyclonal

mouse monoclonal

rabbit, polyclonal

mouse, IgM

mouse, monoclonal, IgG 3,
FITC-conjugated with/
without Evansblue

mouse, monoclonal, IgG 2b
mouse, monoclonal

goat, Cy3-conjugated

goat, IgG-HRP
goat, IgG-HRP
rabbit, polyclonal, IgG

2.1.3. Bakterienstamm und Zelllinien

Bezeichnung

Chlamydia pneumoniae

(Stamm CM-1)
HelLa 229
HEp-2

ATCC-Nummer
VR-1360

CCL-21
CCL-23

2.1.4. Chemikalien und Biochemikalien

Bezeichnung
Acridinorange
Acrylamid
Agarose

Hersteller
Calbiochem, Schwalbach
Biochrom KG, Berlin

Hersteller

BD Pharmingen, Freiburg
BD Pharmingen, Freiburg
Cell Signaling Technologie
BD Pharmingen, Freiburg
Upstate Biotechnology, New
York, USA

Progen, Heidelberg

BD Pharmingen, Freiburg
Stressgen, Victoria, Canada
Jackson ImmunoResearch,
West Grove, PA, USA
Dianova, Hamburg
Calbiochem, Schwalbach
R&D Systems, Wiesbaden

Hersteller (von allen)

American Type Culture
Collection, Rockville, Maryland,
USA

Hersteller

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Bio-Rad, Minchen
GibcoBRL, Karlsruhe
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APS (Ammoniumpersulfat)

Bisbenzimide Hoechst No. 33342 Trichloride

(DNS-Farbstoff)
Bromphenolblau

BSA (bovine serum albumin)

Butylalkohol

CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylamino]-

1-propansulfonat
Chloroform

Cis-Diammine platinum (ll) dichloride

Cycloheximide

DEVD-AMC (Acetyl-DEVD-7-amino-4-methyl-coumarin)
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)

DMSO (Dimethylsulfoxid)
DNP (2, 4-Dinitrophenol)
DTT (Dithiothreitol)
EDTA

EGTA

Enhanced Luminol (NEL 105)

Eosin

Essigsaure, 100 %
Ethanol, 70 %
Ethanol, 100 %
Ethidiumbromid
FCS (fetal calf serum)
5-Fluorouracil
Formaldehyd, 37 %
L-Glutamin, 200 mM
Glycerin, 1,25 M
Glycerol
B-Glycerophosphat
Glycin

HCI

Hepes, pH 7,0
IGEPAL CA-630
Isopropanol

1 Kb Leiter

KCI

KH,PO,
Magermilchpulver
Methanol

MgCl,

NacCl

Na-EDTA
Na-EGTA

NaHCO3

NazHPO4

NaOH, 32 %

PBS (Trockenmedium fir 10 Liter, pH 7,2)

Phenol

Propidiumiodid
Protease-Inhibitor-Cocktail
Proteinase K

RNAse A

Saccharose

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Mallinckrodt Baker B.V.,
Deventer, Holland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Bachem, Heidelberg
Biochrom KG, Berlin
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Perkin Elmer, Boston, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Hausapotheke

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Biochrom KG, Berlin
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Biochrom KG, Berlin

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Fluko, Neu-Ulm
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Apotheke

Peqglab, Erlangen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka, Neu-Ulm

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Biochrom KG, Berlin

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Saponin
See Blue (Marker)

SDS (Natriumdodecylsulfat)

Staurosporin

Taxol (from Taxus brevifolia, Minimum 95%)
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine)

Tris Ultra
Trypsin

Tween 20 (Polyoxyethylene-Sorsitan Monolaurate)

Urografin, 76 %

2.1.5. Gerate

Bezeichnung
Blotkammer
Brutschrank
Durchflusscytometer

Elektrophoresekammern:
1. SDS-PAGE-Gele

2. Agarose-Gele

Geldokumentationssystem
Heizblock

Mikroskope: 1. Licht-

2. Konfokal-
pH-Meter
Sicherheitswerkbank
Waagen
Wasserbad
Zentrifugen: 1.Tisch-

2. Grol3-

Fluorescent Plate Reader

Gerétetyp

Mini Trans-Blot Cell
Cytoperm BB 6220
FACSCalibur

Mighty Small SE260 Mini-
vertikal unit

Max Submarine Unit
HE99X

EAGLE EYE

ID203, Axiovert 100
Axiovert 100 M Laser
Scanning Microscope
761 Calimatic

HLB 2472 GS

Centifuge 5415C
Biofuge 15 R

Biofuge freso

Sorvall RC 26 Plus
2350 Millipore CytoFluor

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Novex, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Biochrom KG, Berlin
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Schering, Berlin

Hersteller

Bio-Rad, Miinchen
Heraeus, Hanau

Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA

Hoefer, San Francisco, CA,
USA

Hoefer, San Francisco, CA,
USA

Stratagene, La Jolla, CA, USA
Liebisch, Bielefeld

Zeiss, Jena

Zeiss, Jena

Knick; Berlin

Heraeus, Hanau

Sartorius, Gottingen
Lauda, Lauda-Konigshofen
Eppendorf

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Du Pont, Newton, CT, USA
Triad, Lakewood, NJ, USA



2. Material und Methodik

24

2.1.6. Puffer, Medien und Gele

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)

SDS-Polyacrylamid-Gel 12 %:

fur 10 Liter:

10 Liter dH,O
3749 NaHCO;
pH 7,2 einstellen

DMEM-Zuchtmedium:

500 ml DMEM

2 mM L-Glutamin

50 ml FCS (inaktiviert 1 h bei 56°C)
5 ml Penicillin/Streptomycin

DMEM-Infektionsmedium HelLa 229:
500 ml DMEM
2 mM L-Glutamin

DMEM-Infektionsmedium HEp-2:
500 ml DMEM

2 mM L-Glutamin

500 pg Cycloheximide

Laufpuffer 5 x (SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese):

9 Liter dH,O

151 g Tris 124 mM

940 g Glycerin 1,25 M

500 ml SDS 10 % (w/v)

Mitotic Dilution Buffer (MDB) (Lazebnik et al.,
1993):

10 mM Hepes pH 7,0

40 mM B-Glycerophosphat

50 mM NaCl

2 mM MgCl,

5 mM EGTA

NP-40-Puffer:

150 mM NaCl

1 % (v/v) IGEPAL CA-630
50 mM Tris pH 8,0

dH,O

S100-Puffer:

100 mM HepesKOH pH 7,5
3 M KCI

1 M MgCl,

0,5 M Na-EDTA

0,5 M Na-EGTA

dH,0

SDS-Ladepuffer 4 x:

200 mM TrisHCI pH 6,8
400 mM DTT

8 % SDS (w/v)

40 % Glycerol (v/v)

0,1% Bromphenolblau (w/v)

Trenngel:

4 ml Acrylamid

2,5ml 1,5 M TrisHCI pH 8,8
100 pl SDS 10 %

3,3 ml dH,0O

5 ul TEMED

50 pl 10 % APS

Sammelgel:

12 ml Acrylamid

7,5ml 1,5 M TrisHCI pH 8,8
300 pl SDS 10 %

9,9 ml dH,0

15 yl TEMED

150 pl 10 % APS

SPG (Aufbewahrung Chlamydien):
100 mg dH,O

7,5 g Saccharose

52 mg KH2PO4

122 mg Na;HPO4

72 mg L-Glutaminsaure

TAE-Puffer 50 x (DNA-Elektrophorese):

242 g Tris

57,1 ml Eisessig

100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0

NaOH 10 M zutropfen (zum L&sen von EDTA)
dH,O (auf 1 Liter auffiillen)

TBS/Tween fiir 15 Liter:

15 Liter dH,O

118,5 g TrisHCI

132 g NaCl

7,5 ml Tween 20 (Polyoxyethylene-Sorsitan
Monolaurate)

pH 7,5 mit HCI

TE-Puffer:
10 mM TrisHCI pH 8,0
1 mM EDTA pH 8,0

Transferpuffer 2 x (Westernblot):
58,55 g Glycin 78mM

116,29 g Tris 96mM

in 3 Liter H,O auflésen

auf pH 8,3 einstellen

7,4 g SDS

mit H,O auf 8 Liter auffillen

Verdau-Puffer:
Tris

NaCl, 150 mM
SDS, 0,5 %
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2.2. Methodik

2.2.1. Kultur von Wirtszellen und Bakterienzucht

2.2.1.1. Zellkultur HeLa 229 und HEp-2

Die Zellen wurden auf 15 cm J-Kulturschalen mit 12-15 ml DMEM-Zuchtmedium
pro Schale im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert. Dabei wurde eine
Dichte von 2-3 Millionen Zellen je Kulturschale (gute Stoffwechselsituation fur Ver-
suche am nachsten Tag) oder 5 Millionen Zellen je Kulturschale (zur starken An-
hebung der Zellzahl in kurzer Zeit) eingehalten. Um die Zellen auszudinnen, wur-
de DMEM abgesaugt, die Zellen wurden mit PBS vorsichtig gewaschen, 3-5 mi
Trypsin wurde fur 5 min zugegeben, und die Zellen wurden zusammen mit etwas
DMEM-Zuchtmedium in ein 50 ml Rohrchen (TPP, Schweiz) uberfuhrt. Die Dichte
der Zellen wurde in einer Zahlkammer gezahlt, die neue Verdlinnung ausgerech-

net und durchgefihrt.

2.2.1.2. Auftauen und Einfrieren

Die Zellen wurden aus dem Stickstoff zum schnellen Auftauen fir einige Minuten
ins Wasserbad oder den Brutschrank gegeben. Sobald die Suspension vollstandig
aufgetaut war, wurden sie in ein 13 ml Rohrchen uberfuhrt, und vorsichtig wurden
uber 5 min ca.10 ml warmes DMEM-Zuchtmedium hinzugefugt. Dabei wurde vor-
sichtig geschuttelt. Danach wurden die Zellen 5 min bei 1500 U/min zentrifugiert.
Das Medium wurde zusammen mit dem herausgewaschenen DMSO vorsichtig
abgesaugt. Das Zellpellet wurde in 10 ml Zuchtmedium resuspendiert, auf einer
10cm -Kulturschale ausgesat und bis zum nachsten Tag im Brutschrank inku-
biert.

Zum Einfrieren wurden die Zellen mit Trypsin abgedaut, in Zuchtmedium aufge-
nommen und 5 min bei 1500 U/min zentrifugiert. Dann wurden sie in PBS aufge-
nommen und nochmals 5 min bei 1500 U/min zentrifugiert. Pro Kryoréhrchen
(Nunc, Wiesbaden) wurden 5-10 Millionen Zellen in einem Gemisch aus 10 %
DMSO und 90 % FCS aufgenommen. Die Rohrchen wurden -in Zellstoff gepackt-
1 h auf —20 °C eingefroren, danach wurden sie bei —70 °C oder in flissigem Stick-

stoff aufbewahrt.
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2.2.1.3. Vermehrung der Chlamydien in HEp-2 und Aufreinigung der
Bakterien

Zur Vermehrung der Chlamydien wurden am ersten Tag 250 000 HEp-2-Zellen auf
6-Lochplatten (Nunc, Wiesbaden) ausgesat. Die Wahl dieser Zelllinie erfolgte auf-
grund einer besseren Vermehrung und Infektiositat der Chlamydien im Vergleich
zu anderen Zelllinien. Am Tag 2 wurden die Zellen vorsichtig mit PBS gewaschen
und danach mit DMEM-Infektionsmedium bedeckt. Die gewunschte Menge Chla-
mydien wurde zugegeben, und die 6-Lochplatten wurden 45 min bei 35 °C und
900 x g (~3000 U/min) zentrifugiert. Durch die Zentrifugation entstand eine groflie-
re Nahe von Bakterien und Wirtszellen. Dadurch wurde die Phagozytose der Bak-
terien erleichtert. Die Zentrifugation erfolgte in Anlehnung an ein Protokoll von Kuo
und Grayston (1976). Danach wurden die Platten 72 h im Brutschrank inkubiert.
Die Zellen wurden mit dem Zellschaber (Greiner, Esslingen) von den Platten ent-
fernt, und die Organismen wurden durch Homogenisation (Vortexen mit 1,7-
2,0mm Glasperlen der Fa. Roth, Karlsruhe) freigesetzt. Diese Chlamydien konnten
zur erneuten Infektion verwendet werden oder bei entsprechend grof3er Menge

aufgereinigt werden.

FiUr eine Aufreinigung hat sich als gunstig erwiesen, zunachst eine 6-Lochplatte zu
infizieren und diese nach drei Tagen auf 4-6 Platten zu verteilen (je nach Starke
der Infektion; dies wurde beurteilt durch die Chlamydienfarbung). Nach weiteren
drei Tagen konnte man die Zellen auf 16-24 Platten verteilen, um Chlamydien aus

dieser Kultur 72 h spater aufzureinigen.

Die Aufreinigung erfolgte in Anlehnung an ein verdffentlichtes Protokoll unter Ver-
wendung von Dichtegradienten (Howard et al., 1974). Die homogenisierten Chla-
mydienkulturen wurden 5 min bei 500 x g zentrifugiert. Dabei bildeten die Zellreste
den Niederschlag, die Chlamydien befanden sich im Uberstand. Dieser wurde in
zuvor sterilisierte Ultrazentrifugenréhrchen (Beckman, Krefeld) gegeben. Die
Ultrazentrifugation lief 30 min bei 4 °C und 20 000 x g. Der Uberstand wurde ab-
gesaugt und das Pellet mit einer 26 G-Nadel (B. Braun, Melsungen) in 5 ml PBS
resuspendiert. 5 ml 30 % Urografin wurden untergeschichtet (Stockldsung 76 %ig;
mit 30 mM TrisHCI, pH 7,6, 20:31 verdinnt). Es wurde 1 h bei 4 °C und 20 000 x g

zentrifugiert. Erneut wurde der Uberstand abgesaugt und der Niederschlag wurde
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in 10 ml PBS mit einer 26 G-Nadel resuspendiert. Nochmals wurde 1 h bei 4 °C
und 20 000 x g zentrifugiert. Nach vorsichtigem Absaugen wurde das Pellet in ca.
3-5 ml SPG resuspendiert und 1 ml je Kryordhrchen (Nunc, Wiesbaden) aliquo-
tiert. Sehr langsam (eingewickelt in Tucher) wurden die Chlamydien bei —70 °C
eingefroren. Die gereinigten Chlamydien wurden bei —70 °C gelagert und wahrend
der nachsten zwei Monate fur Experimente eingesetzt. Vor Beginn der Experimen-
te wurde der Infektionstiter bestimmt und eine Mycoplasmen-PCR zum Aus-

schluss einer Kontamination durchgefuhrt.

2.2.1.4. Chlamydienfarbung und Bestimmung der Infektiositat

Sterilisierte Deckglaschen (Kittel Glaser) wurden vor der Zellaussaat in eine 6-
Lochplatte gelegt. Die Farbung wurde 48 h nach Infektion durchgefuhrt, da sich zu
diesem Zeitpunkt die Organismen noch innerhalb der Zellen befanden, die Ein-
schllisse aber bereits gut sichtbar waren. Das DMEM-Infektionsmedium wurde
abgesaugt und die Zellen wurden fur 10 min mit Methanol bedeckt. Nach dieser
Fixierung wurde das Methanol abgesaugt und die Zellen mit wenigen Tropfen des
Anti-Chlamydien-LPS-Antikorpers (Fluoreszeinisothiocyanat-konjugiert, mit Evans-
blue) bedeckt. Nach 30 min im Brutschrank wurde der Farbstoff sehr vorsichtig mit
Wasser abgespult und das Deckglaschen an der Luft getrocknet. Mit einem Trop-
fen Einschlussmedium wurde es dann mit der Oberseite nach unten auf einem
Objekttrager (Menzel Glaser, Braunschweig) fixiert und sofort unter einem Fluo-

reszenzmikroskop ausgewertet.

Zur Bestimmung der Infektionstiter wurden HelLa 229-Zellen (auf Deckglaschen in
6-Lochplatten wachsend) mit unterschiedlichen Verdinnungen von aufgereinigten
Chlamydien infiziert. Mit Hilfe der Chlamydienfarbung wurde die durchschnittliche
Anzahl von Einschlissen pro Zelle ermittelt.

2.2.2. Induktion und Nachweis von Apoptose

2.2.2.1. Vorbereitung der HeLa-Zellen fiir Infektionsexperimente
Die Zellen wurden am Vortag in der benétigten Konzentration auf die gewiinschten

Kulturschalen unter Verwendung von Zuchtmedium ausgesat. Am Infektionstag
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wurde das Medium abgesaugt, und die Lécher wurden mit PBS gewaschen. Die
Zellen wurden mit Infektionsmedium bedeckt (je Loch einer 12-Lochplatte mit 1 ml,
einer 6-Lochplatte mit 2 ml). Die Chlamydien wurden in der gewunschten Konzent-
ration hinzupipettiert, und die Platten wurden bei 35 °C 45 min bei 900 x g zentri-
fugiert. Drei Stunden spater wurde FCS zu einer Endkonzentration von 5 % zuge-

fugt.

2.2.2.2. Kernfragmentierung

200 000 HelLa 229-Zellen wurden je Loch einer 6-Lochplatte ausplattiert, und am
nachsten Tag wurden einige der Kulturlocher mit C. pneumoniae infiziert (1,5 Ele-
mentarkorperchen/ Zelle). Am Tag 2 wurden die Zellen 1:2 aufgeteilt und auf mit
Deckglaschen bedeckte Locher einer 12-Lochplatte (Nunc, Wiesbaden) ausgesat.
72 h nach Infektion wurden einige der Kulturen fur 4 h mit 1 yM Staurosporin be-
handelt, die anderen nicht. In einem anderen Versuch wurden die Zellen statt mit
Staurosporin mit anti-CD95 und DNP Uber 5 h behandelt. Alle Zellen wurden
30min bei 37 °C mit 20 uM eines interkalierenden DNS-Farbstoffes (Bisbenzimide
Hoechst No. 33342 Trichloride) gefarbt. Dann wurden sie mit PBS gewaschen.
Unter dem Fluoreszenzmikroskop wurde die Kernmorphologie als normal oder a-

poptotisch bewertet. Mindestens 300 Kerne pro Deckglaschen wurden ausgezahilt.

2.2.2.3. DNS-Fragmentierung

250 000 Hela 229-Zellen wurden in 6-Lochplatten ausplattiert und am nachsten
Tag mit durchschnittlich einem infektiosen Partikel pro Zelle infiziert oder nicht infi-
ziert. Am Tag darauf wurden die Zellen abgedaut, auf 100 000 Zellen pro Loch
neu ausgesat und am dritten Tag nach der Infektion ein Teil der Zellen flr 10 h mit
1 M Staurosporin behandelt. Alle Zellen wurden dann mit PBS gewaschen, mit
Trypsin 5 min inkubiert und zusammen mit DMEM vom Boden gelost, in 1,5 ml-
Reaktionsgefale tberfiihrt, 4 min bei 7000 U/min zentrifugiert und der Uberstand
wurde abgesaugt. Nochmals folgte ein Waschschritt mit PBS.

Die Zellen wurden in je 200 pl Verdaupuffer mit 20 ug/ml Proteinase K aufgenom-
men und bei 37 °C Uber Nacht verdaut, mindestens jedoch fur 4 h. 200 ul Phe-
nol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) wurde jedem Reaktionsgefal zugegeben.
Das Reagenz wurde dann durch Vortexen gemischt und anschlieBend 5 min bei

Raumtemperatur und 14 000 U/min zentrifugiert. Die obere Phase wurde in neue
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Reaktionsgefale Uberfuhrt, und je 200 ul Chloroform (99,9 %) wurden zugegeben.
Ein weiteres Mal wurde durch Vortexen gemischt und danach zentrifugiert. Die
obere Phase wurde erneut sauber abgenommen und in ein neues Reaktionsgefal
pipettiert. Zum Prazipitieren wurde je 500 pl Isopropanol zugegeben, dann 20 min
bei 14 000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen.
Es folgte die Zugabe von je 500 pl 70 % Ethanol und eine funfminutige Zentrifuga-
tion bei 14 000 U/min. Der Uberstand wurde nun sehr sauber abgenommen (erst
mit der blauen, dann der gelben Pipettenspitze). Die DNS-Niederschlage wurden
zum Trocknen zunachst stehen gelassen. Je 40 pl der Lésung aus TrisEDTA (TE)
und 10 ug/ml RNAse A wurden zugegeben. Die Gefalle wurden 5 min stehen ge-
lassen und dann 1 h bei 37 °C im Block inkubiert. Dann wurde den Proben Lade-
puffer hinzugefugt. Ein 1 % Agarose Gel wurde mit der Gelwanne in eine Elektro-
phoreseapparatur eingesetzt und mit 1 x TAE-Puffer gefullt. 8 pl einer Loésung von
DNA-GroRenstandards (1 Kb Leitermix) sowie die Proben wurden aufgetragen. Es
wurde eine Spannung von 100-120 V eingestellt. Dabei wurden die DNS-
Fragmente nach ihrer GroRe aufgetrennt. Das sichtbar werdende Bandenmuster
wurde fotographisch mittels des Geldokumentationssystems EAGLE EYE fest-

gehalten.

2.2.2.4. Nachweis von Effektorcaspasenaktivitat

80 000 HelLa 229-Zellen wurden je Loch einer 12-Lochplatte ausgesat. Ein Teil der
Zellen wurde mit C. pneumoniae infiziert. Bei einigen Versuchsansatzen wurde Ri-
fampicin zu unterschiedlichen Zeiten zugegeben. Bei einem Teil der Zellen wurde
nach 2 bzw. 3 Tagen die Apoptose durch vierstindige Staurosporinbehandlung
induziert, bei einem anderen Teil durch sechsstindige anti-CD95- und DNP-
Zugabe. Dann wurde das Medium abgesaugt. Nach nochmaliger Waschung und
Absaugung von PBS wurden ca. 200 ul Trypsin auf jedes Loch gegeben. Nach 5
min im Brutschrank wurden die Zellen in 1,5 ml-Reaktionsgefal3e Uberfuhrt. Diese
wurden 4 min bei 7000 U/min zentrifugiert, das Medium wurde abgesaugt, und die
Zellen wurden in PBS resuspendiert. Eine erneute vierminitige Zentrifugation bei
7000U/min folgte. Jetzt wurde sehr genau unter Zuhilfenahme einer Eppendorfpi-
pette mit gelber Spitze abgesaugt. Die Zelllyse erfolgte in 40 ul NP-40-Puffer mit
Proteaseinhibitoren. Die Reaktionsgefalle wurden 10 min auf Eis gegeben und

dann durch Vortexen gemischt. Die Lysate wurden flir 5 min in der Kihlzentrifuge
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bei 15 000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal
uberfuhrt und bot die Grundlage fur die anschlieRende Dreifachmessung. Entspre-
chend viele Locher einer 96-Lochplatte wurden mit je 90 pl eines MDB-Puffers mit
BSA, CHAPS und DEVD-AMC geflillt. Aus jedem Reaktionsgefaly wurden 3 x 10l
Uberstand entnommen und die Lécher damit auf 100 pl aufgefiillt. Die Platte wur-
de fur 1 h bei 37 °C inkubiert, bevor die Messung des vom DEVD abgespaltenen
freien AMC stattfand. Dabei wurde mit einem Fluorescent Plate Reader die Fluo-
reszenz bei 390 nm (Anregung) und bei 490 nm (Emission) gemessen und von

den erhaltenen Werten wurde die Hintergrundfluoreszenz abgezogen.

2.2.2.5. Westernblot zum Nachweis von Caspase-3 und -9

200 000 HelLa 229-Zellen wurden auf 6-Lochplatten ausgesat und mit einem Ele-
mentarkorperchen C. pneumoniae pro Zelle infiziert oder nicht infiziert. Einem Teil
der Kulturlécher wurde 10 pg/ml Rifampicin zugesetzt. Nach 48 bzw. 72 h wurde
bei einigen Zellen die Apoptose durch Zugabe von 1 yM Staurosporin tber 4 h in-
duziert. Die Zellen wurden mit Trypsin vom Boden gelost und in 1,5 ml-
Reaktionsgefalen 4 min bei 7000 U/min mit PBS gewaschen. Das Zellpellet wur-
de in je 40 ul NP-40-Puffer mit Proteaseinhibitoren resuspendiert und 10 min auf
Eis gestellt. Dann wurden die Lysate durch Vortexen gemischt und 5 min bei 4 °C
und 15 000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in neue GefaRe pipettiert
und bei =80 °C eingefroren. Zu einem spateren Zeitpunkt wurden je 15 ul Probe
zusammen mit 5 ul SDS-Ladepuffer 5 min bei 95 °C im Heizblock inkubiert. Die
Proben wurden kurz auf Eis abgekuhlt und dann bei 14 000 U/min 3 min zentrifu-
giert.

Die Proteine wurden auf einem 12%igen SDS-haltigen Polyacrylamid-Gel aufge-
trennt und auf eine Protran Nitrocellulosemembran (0,45 pm; Schleicher&Schuell,
Dassel) ubertragen. Die Membran wurde 1 h in TBS/Tween mit 5 % Magermilch-
pulver blockiert. Dann wurde der erste Antikdrper und die Membran in TBS/Tween
mit 5 % Magermilchpulver GUber 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimali-
gem Waschen fir je 10 min in TBS/Tween wurde der zweite Antikérper in
TBS/Tween mit 5 % Magermilchpulver Uber 1 h zugegeben. Danach wurde die
Membran noch dreimal mit TBS/Tween gewaschen.

Die Entwicklerflissigkeit des Hyperfiim ECL-Reagenzes (Amersham Pharmacia,

Braunschweig) wurde auf eine Frischhaltefolie gegeben und die Nitrozellulose-
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membran darin gebadet. Die Membran wurde in eine andere Frischhaltefolie ein-
gewickelt und im Dunkeln fur 30 sec, 3-6 min und 20-30 min auf einen Rontgenfilm

geklemmt. Dann erfolgte die Filmentwicklung.

2.2.2.6. Das zellfreie System zur Messung des Effekts von Cytochrom c

Hela 229-Zellen wurden auf 6-Lochplatten ausgesat und zum Teil infiziert. Die
Zellen wurden am nachsten Tag auf Platten mit 15 cm & umgesetzt. Am dritten
Tag nach der Infektion wurde das Medium zunachst abgesaugt, die Zellen mit
PBS gewaschen, PBS abgesaugt und die Zellen mit Trypsin bedeckt. Nach Inku-
bation bei 37 °C Uber einige Minuten wurden die Zellen mit Medium abgespult und
zentrifugiert. Der nach dem Absaugen zurlickbleibende Niederschlag wurde mit
PBS resuspendiert und in Reaktionsgefalde pipettiert. Eine erneute Zentrifugation
erfolgte. Die Zellen wurden dann in je 100 yl S100-Puffer mit 4 pl Proteaseinhibito-
ren und 1 mM Dithiothreitol aufgenommen. Die Reaktionsgefalte wurden 15 min
auf Eis gestellt, um die Zellen schwellen zu lassen. Schliel3lich wurden die Zellen
mehrmals durch eine 22 G-Nadel aufgezogen, bis etwa 80% der Zellen aufgeris-
sen waren. Dies wurde durch eine 1:1-Farbung mit Eosin unter dem Mikroskop
festgestellt. Diese farbte die gedffneten Zellen rot. Nach zehnminutiger Zentrifuga-
tion bei 10 000 x g und 4 °C wurden die Uberstande aliquotiert und bei =70 °C
eingefroren. Die Proteinkonzentration der Extrakte wurde durch Messung der Ab-
sorption bei 280 nm festgestellt. Die Aktivierung der Caspasen erfolgte durch Zu-
gabe von 1 mM dATP zusammen mit 250 yM Cytochrom ¢ (vom Rind) oder ohne
dasselbe auf jeweils 500 ug Protein in S100-Puffer. Das Endvolumen betrug 40 ul.
Nach Inkubation Uber 2-3 h bei 37 °C im Heizblock wurden fur den Caspasenas-
say Triplikate von je 10 ul aliquotiert. Das weitere Vorgehen entsprach dem nicht
extrahierter Zellen (siehe 2.2.2.4. Nachweis von Effektorcaspasenaktivitat).

Fir die Verarbeitung im Westernblot wurden nach der zwei- bis dreistliindigen In-
kubation zu je 15 pl Probe 5 pyl SDS-Ladepuffer (4 x) gegeben und 5 min bei 95 °C
denaturiert. Weiter wurde wie bei nicht extrahierten Zellen vorgegangen (siehe
2.2.2.5. Westernblot).

2.2.2.7. Intrazellulare Cytochrom c-Farbung
200 000 HelLa 229-Zellen wurden auf 6-Lochplatten ausgesat und am nachsten

Tag zum Teil infiziert. Am Tag danach wurden die Zellen 1:2 aufgeteilt und in eine
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12-Lochplatte ausgesat, die zuvor steril mit Deckglaschen bestickt wurde. 48 h
nach der Infektion wurde ein Teil der Zellen fir 5 h mit Staurosporin behandelt.
Das Medium wurde abgesaugt, und die Zellen wurden vorsichtig mit angewarmten
PBS gewaschen. Nach erneutem Absaugen wurde mit 2 % Formalin Uber 20 min
bei Raumtemperatur fixiert. Dabei wurden die Kulturlécher zunachst mit 500 ul
PBS bedeckt und dann mit je 500 ul einer 4 %igen Formaldehyd-Losung aufge-
fullt. Die Losung wurde abgesaugt und die Kulturlocher zweimal mit PBS gewa-
schen. Dann wurden sie zweimal mit je 500 ul PBS/ 0,5 % BSA gewaschen und
zuletzt zweimal mit je 500 yl PBS/ 0,5 % BSA/ 0,5 % Saponin. Im ersten Farbe-
schritt wurden 250 ul PBS/ BSA/ Saponin mit anti-Cytochrom ¢ (1:500) fir 20 min
auf jede Probe gegeben. Durch Zugabe von je 500 yl PBS/ BSA/ Saponin begann
die Waschphase zur Entfernung von Uberschissigem anti-Cytochrom c. Es wurde
abgesaugt und noch dreimal gewaschen. Im zweiten Farbeschritt wurde mit einem
an Cy3 (wasserl6slicher, roter Cyanin-Farbstoff) konjugierten (goat anti-mouse)
Antikorper 1:500 in 250 pl PBS/ BSA/ Saponin uber 20 min gefarbt. Zweimal wur-
den die Kulturlocher mit PBS/ BSA/ Saponin gewaschen, dann zweimal mit PBS/
BSA und erneut zweimal mit PBS. Die Deckglaschen wurden mit der Pinzette aus
den mit PBS gefillten Léchern entfernt und nach leichtem Antrocknen auf einen
beschrifteten Objekttrager geklebt. Die nach oben liegenden Zellen wurden vor

dem Mikroskopieren mit Eindeckmedium und einem Deckglas versehen.

2.2.2.8. Luciferase Reporter Assay

4 Millionen HeLa 229-Zellen wurden durch Elektroporation mit 20 ug eines Plas-
mids transfiziert, das die Expression des Luciferase-Gens treibt. Es wurden Plas-
mide verwendet, in denen die Expression entweder vom konstitutiv aktiven -
Aktin-Promotor oder von einem NF-kB-abhangigen, induzierbaren Promotor ge-
steuert wurde. Am nachsten Tag wurden die Zellen auf 12-Lochplatten aufgeteilt,
und die Proben wurden entweder nicht infiziert oder mit etwa einem Elementar-
korperchen pro Zelle von C. pneumoniae infiziert. Die Zellen wurden 8, 24 oder
48h nach Infektion geerntet und analysiert. Dazu wurden das Luciferaseassay-
System von Promega und ein Luminometer von Bertold benutzt. Einigen Experi-
menten wurde rekombinantes TNF in einer Konzentration von 10 ng/ml zugege-
ben. Dies geschah bei den 8 h-Experimenten 8 h vor der Ernte, bei den anderen

16 h vor dem Ernten.
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3. Ergebnisse

3.1. Inhibition der morphologischen Aspekte der Apoptose durch Chlamydia
pneumoniae

Um den Einfluss von C. pneumoniae auf den Zelltod menschlicher Epithelzellen zu
untersuchen, wurden HelLa 229-Zellen in vitro mit Elementarkorperchen von C.
pneumoniae infiziert. Wahrend des 72 h dauernden Entwicklungszyklus der Bakte-
rien wurden die Zellen im Hinblick auf morphologische Apoptosezeichen (siehe
Einleitung) beobachtet.

C. pneumoniae: - + - +
Staurosporin:  + + - -
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Abbildung 2: Inhibition der durch Staurosporin induzierten morphologischen
Kernapoptose durch C. pneumoniae. HeLa 229-Zellen wurden zu einem Teil
mit durchschnittlich 1,5 Elementarkérperchen von C. pneumoniae pro Zelle
infiziert. Am dritten Tag nach der Infektion wurde einem Teil der Zellen 1 yM
Staurosporin fur 4 h zugegeben. Die Kerne wurden gefarbt und unter dem
Mikroskop ausgezahlt. Es wurden mindestens 300 Kerne je Probe ausge-
zahlt. Es existierten jeweils 3 Proben fiir eine Versuchsbedingung. Der Pro-
zentsatz der apoptotischen Zellen an jeweils allen Zellen dieser Probe wurde
berechnet. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert und Standardabwei-
chung.
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Es wurde zum Vergleich eine parallele Kultur mit nicht infizierten Zellen gefihrt. In
keiner der Kulturen wurden lichtmikroskopisch (nicht gezeigt) oder in der Kernfar-
bung (s.u.) Apoptosezeichen gesehen. Das heildt, dass das Wachstum und die
Replikation von C. pneumoniae in der Zelle keine erkennbare Reaktion in Form

von Zelltod hervorrief.

In einem zweiten Versuchsansatz mit infizierten und nicht infizierten Zellen wurde
nach 72 h durch vierstindige Inkubation mit dem Kinaseinhibitor Staurosporin A-
poptose induziert. Die Zellkerne wurden mit einem interkalierenden DNS-Farbstoff
gefarbt, unter dem Mikroskop fotografiert, und der Anteil apoptotischer Zellen wur-
de ausgezahlt (Abbildung 2). Es zeigte sich eine deutlich unterschiedliche Apopto-

serate zwischen infizierten und nicht infizierten Zellen.

Nicht infiziert, ohne Staurosporin C. pneumoniae, ohne Staurosporin

Nicht infiziert, mit Staurosporin C. pneumoniae, mit Staursporin

Abbildung 3: Darstellung der Kernmorphologie von HelLa 229-Zellen
unter verschiedenen Bedingungen. Die Zellen wurden mit etwa 1,5 E-
lementarkdrperchen pro Zelle infiziert oder nicht infiziert. 72 h nach In-
fektion wurde einem Teil tiber 4 h 1 yM Staurosporin zur Apoptosein-
duktion zugegeben. Die Kerne wurden gefarbt und unter dem
Fluoreszenzmikroskop fotografiert. Apoptose ist an der Fragmentie-
rung der Kerne zu erkennen. Die mit Staurosporin behandelten, infi-
zierten Zellen entwickelten deutlich weniger fragmentierte Kerne, als
die mit Staurosporin behandelten, nicht infizierten Zellen.
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Wahrend die nicht infizierten Zellen zu einem hohen Prozentsatz deutliche Apop-
tosezeichen (Fragmentierung des Kernes) zeigten, entwickelten sehr viel weniger
der infizierten Zellen diese Morphologie (Abbildung 3). Dies zeigt, dass die Emp-
findlichkeit von infizierten HeLa 229-Zellen auf den Apoptosestimulus Staurosporin

weitaus geringer ist als bei nicht infizierten Zellen.

Ein weiteres Ereignis der Apoptose ist die Fragmentierung der genomischen DNS
durch eine Caspasen-aktivierte DNAse. Diese Aktivitat l1asst sich nach elektropho-
retischer Auftrennung der DNS durch die Darstellung der sog. DNS-Leiter (Banden

fragmentierter DNS) nachweisen.

+

C. pneumoniae: - + -
Staurosporin: - - +

+

Abbildung 4: Die Infektion mit C. pneumoniae reduziert die DNS-
Fragmentierung durch Staurosporin. HeLa 229-Zellen wurden entweder
mit C. pneumoniae in einer Konzentration von ca. einem Elementarkor-
perchen pro Zelle infiziert oder nicht infiziert. Am zweiten Tag nach der
Infektion wurden die Zellen entweder belassen oder tber 10 h mit 1 yM
Staurosporin behandelt. Die DNS wurde extrahiert und Uber ein ethidi-
umbromidhaltiges Agarosegel aufgetrennt.
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Aus den Zellen (wiederum mit/ ohne Infektion, mit/ ohne Staurosporin) wurde nach
72 h chromosomale DNS extrahiert und elektrophoretisch aufgetrennt. Wie man in
der Abbildung 4 sieht, fuhrt die alleinige Infektion mit C. pneumoniae nicht zur
DNS-Fragmentierung. Diejenigen Populationen, bei denen die Apoptose induziert
wurde, zeigten eine Leiterbildung. Die beiden Leitern unterschieden sich jedoch
darin, dass die Menge aufgespaltener DNS in der infizierten Population deutlich

geringer war.

3.2. Blockade der Effektorcaspasenaktivierung

Mit den vorherigen Versuchen wurde gezeigt, dass eine Infektion mit C. pneumo-
niae die morphologischen Erscheinungen der Apoptose blockiert. Somit muss der
Signaltransduktionsweg blockiert sein, der zu dieser Aktivierung fuhrt. An welchem
Schritt diese Blockade stattfindet, war jedoch unklar. Die morphologischen Er-
scheinungen sind die Folge der proteolytischen Aktivitat von Caspasen. Es wurde
daher als nachstes untersucht, ob die Aktivierung/ Aktivitat von Caspasen auf

Staurosporingabe in infizierten Zellen verandert ist.

Die Spaltung der DNS in Fragmente wird durch proteolytische Caspasenaktivitat
hervorgerufen, die nach der Peptidsequenz DEVD spaltet. Daflr ist vermutlich U-
berwiegend die aktivierte Caspase-3 verantwortlich (siehe Einleitung). In diesem
Experiment wurden infizierte und nicht infizierte HeLa-Zellen mit Staurosporin be-
handelt. Die Zellen wurden lysiert, und Caspasenaktivitat wurde als Spaltung des

zugesetzten Peptids DEVD-AMC gemessen.

Wie aus Abbildung 5 ersichtlich ist, induzierte Staurosporin starke DEVD-
spaltende Aktivitat in HeLa-Zellen. In infizierten Zellen war diese Aktivitat weit ge-
ringer. Je langer der Apoptosestimulus Staurosporin auf die Zellen einwirkte, umso

deutlicher wurde der Unterschied zwischen den Populationen.
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Abbildung 5: Verminderung der messbaren Effektorcaspasenaktivitat in mit
C. pneumoniae infizierten Zellen. HeLa 229-Zellen wurden mit C. pneumoni-
ae in einer Konzentration von einem Elementarkorperchen pro Zelle infiziert
oder nicht infiziert. Am dritten Tag wurden die Zellen Uber 2 h oder 4 h mit
1uM Staurosporin behandelt oder nicht behandelt. Dann wurden alle Zellen
lysiert, und die DEVD-spaltende Aktivitat wurde gemessen. Die Abbildung
zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen, wobei jede Saule der Mit-

Der Umfang der proteolytischen Aktivitatshemmung war von der Starke der Infek-

tion abhangig. Je hoher die Anzahl von Elementarkorperchen pro Zelle war, umso

weniger proteolytische Aktivitat wurde gemessen (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Abhangigkeit der proteolytischen Aktivitdtshemmung von der Starke der
Infektion. HelLa 229-Zellen wurden in unterschiedlichen Konzentrationen (0,2-1,5
m.o.i.=multiplicity of infection, entspricht Elementarkdrperchen pro Zelle) mit C. pneu-
moniae infiziert oder nicht infiziert. Nach zwei Tagen wurde die Halfte der Zellen fur 4 h
mit 1 yM Staurosporin behandelt, dann wurden alle Zellen geerntet. Nach Lyse der Zel-
len fand die Messung der DEVD-spaltenden Aktivitat statt. Dargestellt sind zwei von-
einander unabhangige Versuche (weill und schwarz). Jede Saule steht fiir die Mittel-
werte von jeweils drei Proben und deren Standardabweichungen.

Somit liel sich festhalten, dass die Infektion mit C. pneumoniae die Stauroporin-
induzierte Apoptose entweder durch Hemmung der Caspase-3-Aktivitat oder

durch Hemmung davor liegender Schritte blockiert.
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3.3. Blockade der Aktivierung der Initiatorcaspase-9 durch Staurosporin im
Verlauf der Infektion

Einer dieser Schritte ist die Aktivierung der Initiatorcaspase, Caspase-9. Im
Westernblot wurde der Einfluss von C. pneumoniae auf die Aktivierung von
Caspase-3 und -9 untersucht (Abbildung 7).

C. pneumoniae: - - + +
Staurosporin: - + - +
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Abbildung 7: Inhibition der Staurosporin-induzierten Caspase-9- und Caspase-
3-Prozessierung durch Infektion mit C. pneumoniae. HeLa 229-Zellen wurden
entweder mit etwa einem Elementarkdrperchen pro Zelle infiziert oder belas-
sen. Nach 48 h wurde einem Teil der Zellen 1 yM Staurosporin zugegeben.
Nach 4 h wurden die Zellen extrahiert, und Caspase-9 und -3 wurden im
Westernblot dargestellt. Die Procaspasen haben ein Molekulargewicht von 46
bzw. 32 kDa. Bei p35/ p37 und p17 sind die aktivierten Caspasen.

Dabei stellte sich heraus, dass -wie erwartet- die Behandlung mit Staurosporin bei
nicht infizierten HeLa 229-Zellen zur Aktivierung von sowohl Caspase-9 als auch
Caspase-3 fuhrte. In den mit C. pneumoniae infizierten Zellen war die Prozessie-
rung der beiden Caspasen stark reduziert. Dies zeigt, dass der antiapoptotische

Einfluss einer Infektion mit C. pneumoniae an einem noch friheren Schritt in der
Signaltransduktion der Zelle liegt.
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3.4. Inhibition der durch den CD95-Rezeptor ausgelosten Apoptose

Apoptose kann durch eine Vielzahl von Stimuli ausgeldst werden. Verschiedene
Stimuli aktivieren unterschiedliche Signaltransduktionswege, und verschiedene
Wege kénnen in die Auslésung von Apoptose minden. Um weitere Informationen
uber die molekulare Natur der chlamydialen Apoptoseinhibition zu erhalten, wurde

untersucht, wie C. pneumoniae die durch den CD95-Rezeptor induzierte Apoptose
beeinflusst.

C. pneumoniae: - + - +
Anti-CD95/DNP: - - + +
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Abbildung 8: Reduktion der durch anti-CD95/DNP ausgeldsten Kernfragmentierung
durch Infektion mit C. pneumoniae. HeLa 229-Zellen wurden zum Teil mit C. pneumo-
niae (1,5 Elementarkorperchen pro Zelle) infiziert, zum Teil belassen. Am zweiten Tag
nach der Infektion wurde der anti-CD95 Antikérper (100 ng/ml) und DNP (1 mM) auf ei-
nen Teil der Zellen gegeben. 5 h spater wurden alle Zellen gefarbt, und der Prozent-
satz der Zellen mit apopototischer Kernmorphologie wurde ermittelt. Pro Versuchsan-
satz wurden je 300 Kerne von zwei Deckglaschen (weil® und schwarz) ausgezahlt. Die
Ergebnisse wurden in zwei unabhéngigen Experimenten bestatigt.

Manche Zellen kénnen direkt durch ein CD95-Signal getdtet werden. In den ver-

wendeten HelLa 229-Zellen waren Verstarkertechniken notwendig, etwa die hier
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eingesetzte Zugabe von 2, 4-Dinitrophenol (DNP). DNP wurde dabei in einer Kon-
zentration verwendet, die selbst keine Apoptose auslosen konnte (Linsinger et al.,
1999). Die Kerne wurden gefarbt und ausgezahlt (Abbildung 8).

Die Zellen wurden weiter in einem Caspasenaktivitatstest auf die DEVD-spaltende
Aktivitat untersucht (Abbildung 9).

C. pneumoniae: - - + +
Anti-CD95/DNP: - + - +
800

Freies AMC (RFU)

600 |
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T |

Abbildung 9: Durch Infektion mit C. pneumoniae wird die Entstehung
DEVD-spaltender Aktivitat nach Behandlung mit anti-CD95 und DNP in
HelLa 229-Zellen inhibiert. HeLa 229-Zellen wurden entweder nicht infiziert
oder mit C. pneumoniae (einem Elementarkdrperchen pro Zelle) infiziert.
48 h nach Infektion wurde der anti-CD95 Antikorper (100 ng/ml) und DNP
(1 mM) auf einen Teil der Zellen gegeben. Sechs Stunden spater wurden
alle Zellen lysiert und die DEVD-spaltende Aktivitat gemessen. Jede Saule
steht fur ein Loch in einer 12-Lochplatte. Aus jedem Loch wurden Drei-
fachmessungen durchgefihrt und deren Mittelwerte und Standardabwei-
chungen hier dargestellt. Die Ergebnisse wurden in drei unabhangigen Ex-
perimenten bestatigt.

Wie die Abbildungen 8 und 9 zeigen, war sowohl der Anteil apoptotischer Kerne
als auch die DEVD-spaltende Aktivitat nach CD95-Stimulation in den infizierten
Zellen geringer. Demnach ist der antiapoptotische Effekt einer Infektion mit C.

pneumoniae nicht auf die Staurosporin-induzierte Apoptose beschrankt.
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3.5. Blockade der Staurosporin-induzierten Cytochrom c-Freisetzung aus
Mitochondrien durch Chlamydieninfektion

Einen Schritt vor der Aktivierung der Caspase-9 steht die Freisetzung von Cyto-
chrom ¢ aus den Mitochondrien und die Bildung des Apoptosoms (siehe Einlei-
tung).

An infizierten und nicht infizierten HeLa 229-Zellen wurde Cytochrom ¢ immunzy-
tologisch dargestellt. Abbildung 10 zeigt mit Laser-Scanning-Mikroskopie aufge-

nommene Bilder.

Nicht infiziert C. pneumoniae

Nicht infiziert mit Staurosporin C. pneumoniae mit Staurosporin

Abbildung 10: Blockade der Staurosporin-induzierten Freisetzung von Cy-
tochrom ¢ aus den Mitochondrien durch Infektion mit C. pneumoniae. HelLa
229-Zellen wurden entweder belassen oder mit einem Elementarkérper-
chen pro Zelle mit C. pneumoniae infiziert. Nach einem Tag wurden die
Zellen auf Deckglaschen Uberfuhrt und am zweiten Tag wurde ein Teil der
Zellen 5 h mit 1 yM Staurosporin behandelt. Dann wurde Cytochrom ¢ im-
munzytologisch im Laser-Scanning-Mikroskop dargestellt.
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Die beiden Proben ohne Staurosporinbehandlung zeigten in den Mitochondrien lo-

kalisiertes Cytochrom c. Dies entspricht einem normalen Verteilungsmuster.

In den nicht infizierten, fur 5 h mit Staurosporin behandelten Zellen verteilte sich
das Cytochrom c Uber die ganze Zelle, inklusive dem Kern. Bei den infizierten Zel-
len hingegen war die Freisetzung deutlich geringer. In den meisten Zellen konnte
das Bild eines mitochondrialen Verteilungsmusters -wie in den unbehandelten Zel-
len- beobachtet werden. Die Zellen waren lediglich geschrumpft (wahrscheinlich
ein direkter chemischer Effekt von Staurosporin). C. pneumoniae verhindert somit
die Cytochrom c-Freisetzung aus Mitochondrien und damit die nachgeschaltete

Caspasenaktivierung.

3.6. Schutz vor Cytochrom c-induzierter Caspasenaktivierung durch
Infektion mit Chlamydien in einem zellfreien System

Mit der Blockade der Cytochrom c-Freisetzung ware der Schutz der infizierten Zel-
len vor der Apoptose bereits gut erklart. Es wurde untersucht, ob dennoch weitere

antiapoptotische Aktivitaten in infizierten Zellen existieren.

Zellextrakte wurden hergestellt und mit Cytochrom ¢ und dATP inkubiert. Durch
diese Technik war es mdglich, die Effekte in Zellen nachzustellen, die nach dem
Austritt von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien auftreten (insbesondere die Akti-
vierung von Caspasen). Die Aktivierung von Caspasen wurde in Extrakten infizier-

ter und nicht infizierter Zellen untersucht.

Uberraschenderweise zeigte sich, dass die Infektion mit C. pneumoniae auch hier
einen inhibierenden Effekt auf die Caspasenaktivierung hatte (Abbildungen 11 und
12). Es wurde also nicht nur die Freisetzung von Cytochrom c blockiert, sondern
es bestand auch bei bereits freigesetztem Cytochrom ¢ durch den Einfluss von C.

pneumoniae ein Schutz gegen die Apoptose.

Diese Ergebnisse lielen vermuten, dass die Infektion mit C. pneumoniae die Zu-
sammensetzung des Zytosols der Zellen in einer Weise veranderte, die die

Caspasenaktivierung auf Cytochrom c-Gabe reduzierte oder verhinderte. Es ist
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bisher nicht vollstandig geklart, auf welche Weise dies geschieht. Die Caspase-9
wird durch einen groRen Proteinkomplex aktiviert, der aus Apaf-1, Cytochrom c,
Procaspase-9 und vielleicht weiteren Komponenten besteht. Moglicherweise bin-
det eine C. pneumoniae-abhangige Komponente an diesen Komplex und beein-

flusst so die Prozessierung der Caspasen.

C. pneumoniae: - - + +
Cytochromc: - + - +
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Abbildung 11: Die Caspasenaktivierung durch Cytochrom c wird im zellfreien
System durch Infektion mit C. pneumoniae gehemmt. Extrakte aus infizierten
und nicht infizierten HeLa 229-Zellen wurden am dritten Tag nach der Infektion
hergestellt. Dabei wurden die Zellen zum Schwellen gebracht und mechanisch
aufgerissen. Die Uberstande wurden aliquotiert. Einem Teil der Proben wurde
Cytochrom ¢ und dATP zugegeben. Dann wurde die DEVD-spaltende Aktivitat
aller Proben gemessen. Es existierten jeweils drei Proben fur eine Versuchs-
bedingung. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert und Standardabweichung.
Die Ergebnisse wurden in drei weiteren Experimenten mit Extrakten anderer In-
fektionszyklen bestatigt.
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C. pneumoniae: + + - -

Cytochromc: + - + -
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Caspase—9

Caspase-3

Abbildung 12: Die Infektion mit C. pneumoniae inhibiert die Prozessierung der
Caspasen-3 und -9 im zellfreien System. Es wurden Extrakte aus infizierten und
nicht infizierten HelLa 229-Zellen am dritten Tag nach der Infektion hergestellt. Die
Zellen wurden dabei zum Schwellen gebracht und mechanisch aufgerissen. Die
Uberstéande wurden aliquotiert. Einem Teil der Proben wurde Cytochrom c und
dATP zugegeben. Alle Proben wurden mit der Suche nach Caspase-9 (oberes
Feld) und Caspase-3 (unteres Feld) dem Westernblotting zugefiihrt. Die Ergebnis-
se wurden in drei weiteren Experimenten mit Extrakten anderer Infektionszyklen
bestatigt.

* Diese kreuzreagierenden Bander konnten reproduzierbar in den Extrakten der mit
C. pneumoniae infizierten Zellen gesehen werden.

3.7. Bakterielle Proteinsynthese ist fiir den Schutz gegen Apoptose
notwendig

Im Weiteren wurde untersucht, ob der durch die Infektion mit Chlamydien hervor-
gerufene antiapoptotische Einfluss durch die Chlamydien selbst umgesetzt wird
oder ob dies indirekt durch Aktivitaten der Wirtszellen geschieht. Dazu wurde zu-
nachst die bakterielle Aktivitat in Form von Proteinsynthese aulRer Kraft gesetzt.
Dies wurde durch eine geringe Konzentration des Antibiotikums Rifampicin er-
reicht. Durch die geringe Konzentration wird der Apparat der Wirtszelle nicht be-
einflusst. Die Apoptose-Antwort wurde durch Caspase-3- und Caspase-9-
Prozessierung mit Westernblot gemessen. Bei infizierten Zellen, die eine Stau-
rosporinbehandlung erhalten hatten, zeigte sich -wie erwartet- nahezu keine apop-

totische Antwort. Waren die infizierten Kulturen dagegen gleich nach Infektion mit
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Rifampicin und spater mit Staurosporin behandelt worden, so zeigte sich eine
deutliche Apoptose (Abbildung 13). Fur die Umsetzung der antiapoptotischen Ei-

genschaft wird also die bakterielle Proteinsynthese bendtigt.

C. pneumoniae: - - + + +
Rifampicin: - - - - +
Staurosporin: - + - + - +
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Abbildung 13: Reduzierte Inhibition der Apoptose durch C. pneumoniae nach Hemmung
der bakteriellen Proteinsynthese durch Rifampicin. HeLa 229-Zellen wurden nicht infiziert
oder mit einem Elementarkérperchen C. pneumoniae pro Zelle infiziert. Zum Zeitpunkt
der Infektion wurde einem Teil der Zellen Rifampicin mit einer Konzentration von 10 pg/ml
zugegeben. 48 Stunden nach Infektion wurde Staurosporin (1 uM) zur Halfte der Ver-
suchsansatze gegeben. Vier Stunden spater wurden die Zellen extrahiert und ein
Westernblot erstellt. Durch Prozessierung von Caspase-3 und -9 wurde die Apoptose
gemessen. Die Ergebnisse sind reprasentativ fir drei gleiche Experimente.

Um zu untersuchen, in welchem Zeitraum die bendtigten bakteriellen Proteine
produziert werden, wurde Rifampicin zu unterschiedlichen, postinfektiosen Zeit-
punkten zugesetzt (Abbildung 14). Bei sofort zugesetztem Antibiotikum konnte die
bakterielle Proteinsysthese zum Uberwiegenden Teil aufgehalten werden. Sechs
Stunden nach Infektion zugesetztes Rifampicin konnte die Synthese direkt oder
indirekt antiapoptotisch wirkender Proteine nur noch wenig aufhalten. Nach 24
Stunden zugesetztes Rifampicin hatte gar keinen Einfluss mehr auf die antiapop-

totische Aktivitat der Chlamydien. Daraus lasst sich schlieen, dass die antiapop-
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totische Eigenschaft der Chlamydien eine frihzeitige bakterielle Proteinsynthese
erfordert.

Staurosporin: - - + + + + +
C. pneumoniae: - + - + + + +
Rifampicin: _ _ _ nach nach nach _
picin- Oh 6h 24h
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Abbildung 14: Die frihzeitige Hemmung der bakteriellen Proteinsynthese hebt den
Schutz der Chlamydien vor induzierter Apoptose auf. HeLa 229-Zellen wurden ent-
weder nicht infiziert oder mit zwei Elementarkorperchen C. pneumoniae pro Zelle infi-
ziert. Rifampicin wurde zu verschiedenen, postinfektidsen Zeitpunkten zugesetzt. 72h
nach Infektion wurde ein Teil der Zellen Uber vier Stunden mit Staurosporin (1 uM)
behandelt. Caspasenaktivitat wurde in Form von der DEVD-AMC-Spaltung gemes-
sen. Jede Saule entspricht zwei Léchern einer 12-Lochplatte, aus jedem Loch wur-
den drei Messungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte und deren
Standardabweichungen dargestellt. Das Experiment wurde dreimal mit sehr ahnli-
chen Ergebnissen durchgefihrt.

Es liel3 sich beobachten, dass Chlamydien innerhalb ihrer Einschlisse in den Zel-
len heranwachsen und sich vermehren. Um zu sehen, was unter dem Einfluss von
Rifampicin mit den Chlamydien geschieht, wurden diese im Verlauf der Infektion
gefarbt und mikroskopisch dargestellt. Dabei zeigte sich, dass sie nach wie vor

von den Zellen internalisiert wurden. Die Infektion war durch Rifampicin also nicht
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unterdrickt. Jedoch fanden sich unter Rifampicin keinerlei grofe Einschlisse
mehr. Sowohl die Produktion direkter bzw. indirekter (bisher nicht geklart) antia-
poptotischer Proteine als auch das Wachstum der Chlamydien war also beein-

trachtigt.

C. pneumoniae C. pneumoniae + Rifampicin

Abbildung 15: Einfluss von Rifampicin auf das Wachstum von C. pneumoniae.
HelLa 229-Zellen wurden mit C. pneumoniae mit einem Elementarkdrperchen
pro Zelle infiziert. Einer Kultur wurde Rifampicin in einer Konzentration von
10pg/ml zugesetzt. 48 h nach Infektion wurden die Zellen mit einem anti-
Chlamydia-Lipopolysaccharid Antikdrper gefarbt. Dieser war mit Fluoreszein-
Isothiozyanat (griin) konjugiert und mit Evans Blue kombiniert (Zellen rot). Die
Bilder wurden mit dem Laser-Scanning-Mikroskop aufgenommen. Bei Anwe-
senheit von Rifampicin befanden sich die Chlamydien zwar weiterhin innerhalb
den Zellen, jedoch konnten sie nicht mehr die typischen, sichtbar groRen Ein-
schlisse bilden.

3.8. Der Schutz gegen Apoptose entsteht ohne vermehrte HSP-70 oder Bcl-2-
Expression der Zelle und ohne nachweisbare Aktivierung des NF-xB-
Systems

Auch wenn die chlamydielle Proteinsynthese fur die antiapoptotische Aktivitat be-
notigt wird, schliel3t das nicht aus, dass diese synthetisierten Faktoren zur Bildung
eines antiapoptotischen Proteins durch die Wirtszelle fihren. Deshalb wurden ei-

nige zellulare Faktoren untersucht, die eine antiapoptotische Eigenschaft besitzen.
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Das Hitzeschock-Protein-70 beispielsweise kann an der Caspasen-Rekrutierungs-
Domaéane von Apaf-1 binden und dadurch die Bindung von Procaspase-9 verhin-
dern. Dadurch wird die Formation zu einem funktionsfahigen Apoptosom gehemmt
und damit auch die Apoptose (Saleh et al., 2000; Beere et al., 2000).

Es stellte sich heraus, dass die Expression dieses Proteins durch die Wirtszelle
unter Infektion mit C. pneumoniae im Vergleich zu nicht infizierten Zellen jedoch
nicht verandert war (Abbildung 16).

Die antiapoptotischen Bcl-2-Proteine hemmen die Aktivierung der Bax/Bak-
Proteine und damit die Apoptose (siehe Einleitung). Eine Expression dieser Prote-

ine fand unter Infektion jedoch nicht statt (Abbildung 16).

C. pneumoniae: - - + - +
Kulturdauer: 3d 2d 2d 3d 3d

Hitzeschock: + - - - -
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Abbildung 16: Kein Beitrag der infizierten Wirtszelle zur Hemmung der Apoptose
durch vermehrte HSP-70- oder Bcl-2-Produktion. HeLa-Zellen wurden mit einem
Elementarkorperchen pro Zelle mit C. pneumoniae infiziert oder nicht infiziert. Ein
Teil der Zellen wurde nach zwei Tage (2 d), der andere Teil nach drei Tagen (3d)
geerntet. Die Proben wurden in 1 x SDS-Ladepuffer aufgenommen, und die DNS
durch Ultraschall geschert. Danach erfolgte eine flinfminltige Inkubation bei
95°C und die Erstellung der Westernblots.

Daneben existierte eine Kontrolle, in der die Zellen einem Hitzeschock ausge-
setzt wurden, um HSP-70 zu produzieren. Dies geschah nach einem Protokoll
von Saleh et al. (2000), unter dem die Zellen fir eine Stunde bei 42 °C inkubiert
wurden und nach weiteren zwolf Stunden bei 37 °C im Brutschrank geerntet wur-
den. Danach wurde weiter wie oben verfahren.
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NF-xB wurde untersucht, weil ein NF-kB-abhangiger Schutz gegen Apoptose in
vielen Fallen beschrieben wurde. Beispielsweise bendtigt das obligat intrazellulare
Bakterium Rickettsia rickettsii fir das Uberleben in endothelialen Zellen die Induk-

tion von NF-kB-Aktivitat (Clifton et al., 1998).

HelLa-Zellen wurden dazu mit Plasmiden transfiziert, in denen die Expression des
Reporters Luciferase unter Kontrolle des konstitutiv aktiven [3-Aktin-Promotors (als
Kontrolle) oder von einem NF-kB-abhangigen, induzierbaren Promotor war (aus
dem Enhancer der kappa-leichten Kette des B-Zellrezeptors). Die Zellen wurden
infiziert oder nicht infiziert und die Luciferaseaktivitat nach 8 h, 24 h oder 48 h ge-
messen. Infizierte und nicht infizierte Zellen wiesen eine ahnliche relative Aktivitat
auf (Abbildung 17). Dies zeigt, dass keine Induktion von NF-kB-Aktivitat durch die
Chlamydieninfektion stattfindet.
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Abbildung 17: Keine Induktion der NF-kB-Aktivitat durch Infektion mit C. pneumoniae.
HelLa-Zellen wurden durch Elektroporation mit Plasmiden transfiziert, in denen die
Expression entweder vom konstitutiv aktiven R-Aktin-Promotor oder von einem NF-
kB-abhangigen, induzierbaren Promotor gesteuert wurde. Am nachsten Tag wurden
die Kulturen aufgeteilt und mit einem Elementarkdrperchen pro Zelle infiziert oder
nicht infiziert. Einigen Proben wurde als Positiv-Kontrolle der NF-kB-Induktion TNF
(10 ng/ml) hinzugefigt (Uber 8 h firr die 8 h-Messung und Uber 16 h fiir die 24 h- und
48 h-Messung). Nach den entsprechenden Infektionszeiten wurden die Zellen lysiert,
und die Luciferaseaktivitadt wurde in den Extrakten gemessen. Die Ergebnisse sind
als relative Aktivitat gezeigt, wobei die Aktivitat der unbehandelten Zellen gleich eins
gesetzt wurde.
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4. Diskussion

Die in dieser Arbeit dargestellten Untersuchungen ergaben, dass eine Infektion mit
C. pneumoniae die Wirtszelle vor experimentell induzierter Apoptose schutzt. Die-
se Blockade findet im Signaltransduktionsweg noch vor der Aktivierung der
Caspasen statt und betrifft sowohl den mitochondrialen als auch den CD95-Weg
(der jedoch eine Verbindung zum mitochondrialen Weg besitzt). Es wird sowohl
die Cytochrom c-Freisetzung blockiert als auch die Caspasenaktivierung durch be-
reits freies Cytochrom c. Fur diese Inhibition wird die bakterielle Proteinsynthese

bendtigt, die innerhalb der ersten Stunden des Entwicklungszyklus ablauft.

4.1. Pro- und antiapoptotische Aktivitditen von Chlamydien

Eine Reihe von z. T. neueren Studien wurde veroffentlicht, die Inhibition, manch-
mal allerdings auch Induktion von Apoptose durch Chlamydien beschreiben (eine
aktuelle Diskussion dieser Befunde findet sich in Byrne and Ojcius, 2004). Die
verschiedenen humanpathogenen Chlamydienspezies scheinen sich hier etwas
unterschiedlich zu verhalten. In bestimmten Gewebearten wird Apoptose durch C.
psittaci oder C. trachomatis induziert (Gibellini et al., 1998; Ojcius et al., 1998; Per-
fettini et al., 2000). In anderen Arbeiten wird die Inhibition der Apoptose durch die
Infektion mit C. psittaci und C. trachomatis beschrieben (Greene et al., 2004; Fan
et al., 1998).

Mehrere Grunde sind fur diese unterschiedlichen Reaktionen denkbar:

Als obligat intrazellulare Parasiten sind Chlamydien auf die Integritat der Wirtszelle
angewiesen. Sie bendtigen ausreichend Zeit fur ihnr Wachstum und ihre Vermeh-
rung. Falls die Wirtszelle vorzeitig durch Apoptose sterben sollte, ware wahr-
scheinlich auch die Infektion gestoppt. Unter diesem Gesichtspunkt kann Apopto-
se als Verteidigungsmechanismus der Zelle gesehen werden. Die antiapopto-
tische Aktivitat der Bakterien ware dann zumindest vorteilhaft, vielleicht sogar Vor-

aussetzung flr die Replikation von Chlamydien.

Ein Grund fur die Apoptoseinduktion durch Chlamydien kdnnte sein, dass diese
zum passenden Zeitpunkt die Zelle verlassen konnen, um neue Zellen zu infizie-
ren. Geschutzt vor extrazellularen Abwehrmechanismen und dem Verlust der

Membranintegritat konnen sie innerhalb der apoptotischen Korperchen von
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Makrophagen oder benachbarten Zellen phagozytiert werden. Dadurch kdnnen
unter Umgehung von Nekrose und Entzindung weitere Zellen infiziert werden.

Moglicherweise ist dies eine vorteilhafte und vereinfachte Form der Verbreitung.

Dieses einzigartige Nebeneinander von Induktion und Inhibition der Apoptose
muss sich nicht widersprechen. Auch Unterschiede zwischen den einzelnen Spe-
zies und Stammen sind durchaus denkbar. Aullerdem konnen Chlamydien ver-
schiedene Wirte befallen und auf diese jeweils anders reagieren. Auch durch den

befallenen Gewebetyp kdnnen sich Unterschiede ergeben.

Nach Perfetti et al. (2002) ist es auch fur einige Stamme im Bereich des Mogli-
chen, dass innerhalb eines Infektionszyklus zu Beginn die durch dufere Einflusse
stimulierte Apoptose inhibiert werden kdonnte und gegen Ende des Replikations-
zyklus die Induktion der Apoptose stattfinden konnte. Es ist auch vorstellbar, dass
kUrzere und langere Zyklen existieren. Bei ersteren wurde die Apoptoseinduktion
sehr rasch auf die Phase der Apoptoseinhibition folgen. Und bei der zweiten Vari-
ante wilrde eine langere Pause eintreten, bis die Retikularkérperchen wieder in
Elementarkdrperchen zurickverwandelt waren und die Apoptoseinduktion stattfin-
den wurde. Diese unterschiedlichen Zyklen gibt es -zumindest in vitro- wirklich
(s.u.). Hierin konnte auch die Erklarung dafur liegen, dass bei Chlamydieninfektio-
nen sowohl akute als auch chronische Krankheitsverlaufe existieren. Wahrend ei-
ner akuten Infektion kdnnte die Verbreitung der Chlamydien durch viele produktive
Infektionszyklen uUberwiegen, wahrend bei einer chronischen Infektion schwer-
punktmalig dagegen das nichtproduktive, intravakuolare Wachstum uberwiegt
(Byrne und Ojcius unterscheiden 2004 diese Formen als produktives und per-

sistierendes Wachstum).

Die Retikularkdrperchen konnen tatsachlich ganzlich aufhéren, sich zu teilen und
als so genannte ,persistierende Korperchen“ verweilen. Dies wurde in vitro bei-
spielsweise ab einer bestimmten Konzentration Interferon y erreicht (Beatty et al.,
1993). Auch die Behandlung mit einigen Antibiotika oder der Entzug von essentiel-
len Nahrstoffen wie bestimmten Aminosauren kann in vitro zu persistierenden In-
fektionen fuhren. Dabei wandelt sich flr einen langeren Zeitraum z.B. das Retiku-

larkérperchen nicht mehr in das Elemantarkérperchen zurtick. Oder die Retikular-
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korperchen teilen sich nicht mehr und entwickeln atypische Formen. Auch scheint
bewiesen zu sein, dass solche persistierenden Infektionen in vivo existieren. Hau-
fig wurden nach langerem Abstand Reaktivierungen von persistierenden Infektio-
nen beobachtet, die nachweislich keiner Neuinfektion entsprachen. Wie der Me-
chanismus der persistierenden Infektionen jedoch auf molekularer Ebene im Detail

funktioniert, ist Inhalt weiterer Studien (Hogan et al., 2004).

4.2. Inhibierender Eingriff der Chlamydien in den Signaltransduktionsweg
der Apoptose

Auf welche Art und Weise C. pneumoniae die Apoptose inhibiert, ist bis heute
noch nicht vollkommen geklart. Jedoch sind durch weitere Untersuchungen enor-
me Forschritte gemacht worden. Es wurde gezeigt, dass die Inhibition der Apopto-
se auf den mitochondrialen Weg der Apoptose beschrankt ist. Lauft die Apoptose
allein Uber Aktivierung von Caspase-8 und Caspase-3 ab, so findet keine Inhibition
statt. Dies ist der Fall bei den sog. Typ-I-Zellen nach Stimulation von Todesrezep-
toren (etwa CD95): Die Infektion mit Chlamydien schutzt hier nicht vor Apoptose
(Fischer et al., 2004a).

Wie in der Einleitung ausgefluhrt, besteht der Beitrag von Mitochondrien zur Apop-
tose in folgenden Schritten: Ein Signal zur Apoptose aktiviert ein oder mehrere
Proteine der Familie der BH3-Proteine, die daraufhin Bax/Bak aktivieren. Aktives
Bax/Bak setzt Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien frei. Bei naherer Analyse die-
ses Weges konnte nachgewiesen werden, dass in infizierten, mit apoptotischen
Stimuli behandelten HeLa 229-Zellen bereits die Bax-Aktivierung blockiert war. Es
gab keinen Unterschied in der Expression der Bax/Bak-Proteine zwischen infizier-
ten und nicht infizierten Zellen. So konnte man davon ausgehen, dass die Blocka-
de vor der Bax/Bak-Aktivierung liegt (Fischer et al., 2004b).

Die Untersuchung der BH3-Proteine zeigte zunachst, dass die Uberexpression
von aktivem Bim oder Puma auch in infizierten Zellen Apoptose ausloste, dass der
Schutz gegen Apoptose also proximal der Aktivierung von BH3-Proteinen liegen
musste. Es wurde weiter gezeigt, dass Bim zwischen 14 und 26 Stunden nach In-
fektion durch C. frachomatis verschwindet. Hierbei blieb die Expression der mRNA

unverandert, wahrend Inhibitoren des zellularen Proteasoms den Abbau von Bim
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blockieren. Auch flr Infektion durch C. pneumoniae konnte das Verschwinden von
Bim nachgewiesen werden. Dafur wurde die bakterielle Proteinsynthese bendtigt.

Auch das Verschwinden der BH3-Proteine Puma und Bad wurde nachgewiesen.

Somit lasst sich vermuten, dass eine charakteristische Struktur, die alle drei Prote-
ine gleichermalien besitzen, Zielstruktur fur den Angriff ist, der letztendlich zum
Verschwinden der Proteine fuhrt. Tatsachlich konnte durch die Untersuchung von
Deletionsmutanten gezeigt werden, dass die BH3-Domane selbst (die einzige
Struktur, die in allen BH3-Proteinen vorkommt) direkt das Ziel der chlamydialen
Aktivitat ist. Diese Untersuchungen haben zu der Vorstellung geflhrt, dass eine
von Chlamydien synthetisierte Aktivitat aktive BH3-Domanen angreift und durch
eine unbekannte Modifikation den Abbau durch das Proteasom einleitet (Fischer
et al., 2004b). In der Zwischenzeit wurde gezeigt, dass auch die BH3-Proteine No-
xa, tBid und Bmf im Verlauf der Infektion mit C. trachomatis abgebaut werden (Y-
ing et al., 2005).

Da BH3-Proteine an wahrscheinlich fast allen Fallen der Apoptoseinduktion betei-
ligt sind, erklart ein umfassender Abbau dieser Proteine den praktisch vollstandi-
gen Schutz infizierter Zellen gegen experimentelle Apoptoseinduktion. Die einzige
bekannte Ausnahme, bei der kein Beitrag durch BH3-Proteine notwendig ist, ist
die Induktion von Apoptose durch Todesrezeptoren in Typ-I-Zellen. Wie von obi-
gem Modell vorhergesagt, ist dies gleichzeitig der einzige Fall, in dem Chlamydien
nicht gegen Apoptose beschutzen. Eine Bestatigung des Modells ist auch die Inhi-
bition der Fas-induzierten Apoptose von Typ-ll-Zellen. In diesem Fall aktiviert Fas
Caspase-8, die daraufhin das BH3-Protein Bid proteolytisch aktiviert. Aktives Bid
(tBid) transloziert dann an die Mitochondrien und aktiviert Bax zur Freisetzung von
Cytochrom c. Interessanterweise wird Bid selbst wahrend der Infektion nicht ab-
gebaut, aktives tBid hingegen wird degradiert. Bid ist ein BH3-Protein; die BH3-
Domane liegt allerdings im Gesamtmolekl in der Struktur verborgen und wird erst
durch die Caspase-8-vermittelte Spaltung exponiert (McDonnell et al., 1999). Ent-
sprechend scheint die chlamydiale Aktivitat tBid, nicht jedoch intaktes Bid zu er-

kennen.
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Die Daten deuten darauf hin, dass die Inhibition des Effektes von bereits freige-
setztem Cytochrom c keine grof3e Bedeutung in intakten Zellen besitzt. Da infizier-
te Zellen unverandert sensibel gegen die Uberexpression von BH3-Proteinen sind,
ist dieser Effekt von untergeordneter Bedeutung. Dennoch ist es denkbar, dass ein
solcher, vermutlich kleiner Effekt in vereinzelten Zellen zum Uberleben beitragt

und dadurch den ,Erfolg“ der Infektion beeinflusst.

4.3. Bakterielle Proteinsynthese zur Apoptoseinhibition

Wie C. pneumoniae die BH3-Domane angreift, ist bis heute noch nicht geklart.
Klar ist, dass hierflr bakterielle Proteinsynthese bendétigt wird. Chlamydien besit-
zen ein sog. Typ lll Sekretionssystem, d.h. es besteht die Moglichkeit, dass das
Bakterium Proteine in die Wirtszelle einschleusen kann (Fischer et al., 2001). Im
Genom sind keine offensichtlichen bekannten Apoptoseregulatoren zu erkennen,
jedoch wird eine grof’e Anzahl von Proteinen mit unbekannter Funktion codiert
(Kalman et al., 1999).

2001 wurde ein Protein identifiziert, das ins Zytosol der Wirtszelle sezerniert wird
und zum Abbau von Transkriptionsfaktoren der Wirtszelle wie RFX5 fuhrt. Es wur-
de CPAF (chlamydial protease-like activity factor) genannt (Zhong et al., 2001).
Wahrend der Chlamydieninfektion ist der RFX5-Abbau dem Abbau von Bim nur
um zwei Stunden voraus. Es ist vorstellbar, dass CPAF auch den Abbau vom Bim
vermittelt. Wie CPAF auf molekularer Ebene arbeitet, ist bisher nicht bekannt. Man
weild nur, dass es auch von den gleichen Inhibitoren blockiert werden kann, die

das Proteasom blockieren.

Um vom Proteasom erkannt zu werden, muss das abzubauende Protein in der
Regel mit Proteinen wie beispielsweise Ubiquitin, SUMO-1 oder Nedd8 eine Bin-
dung eingehen (Cienchanover and Schwartz, 1998). Obwohl es nicht auszu-
schlielen ist, dass CPAF auch uber eine solche Bindungsfunktion verfugt, ist es
wahrscheinlicher, dass die sonst Ublichen Proteine Bim zum proteasomalen Ab-
bau fuhren. Es ist allerdings anzumerken, dass die Ubiquitin/SUMO-Modifikation
an Lysinresten erfolgt, und dass der fur die Erkennung wichtige Teil von Bim (die

BH3-Domane) kein Lysin enthalt. Wahrscheinlich induziert der chlamydiale Faktor
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daher keine Peptidmodifikation, sondern eine Konformationsanderung, die Erken-

nung und Abbau durch das Proteasom zulasst.

2002 wurde von Stenner-Liewen et al. ein Protein identifiziert, welches im Genom
von C. trachomatis gefunden wurde und in infizierten Zellen exprimiert wird. Die
Expression erfolgt spat im Infektionszyklus. Es kann u. a. mit dem Todesrezeptor
Fas interagieren und wird ,Chlamydia protein associating with death domains”
(CADD) genannt. Durch transiente Transfektion von CADD-produzierenden Pla-
miden wurde in verschiedenen Zelltypen die Caspasen-abhangige Apoptose aus-
geldst. Allerdings konnte in infizierten Zellen trotz Expression von CADD keine
Apoptose induziert werden. Mdoglicherweise hemmt CADD durch Interaktion mit
Fas die Fas-abhangige Apoptose. Dies muss jedoch noch genauer untersucht
werden. Die Apoptoseinduktion im Transfektionsmodell kdnnte wegen dem frei
Uber das Zytosol verstreuten CADD Liganden-unabhangig stattfinden. Dann ware
die Lokalisation von CADD der entscheidende Faktor fur Induktion oder Inhibition
der Apoptose (Stenner-Liewen et al., 2002). Ob das Protein CADD jedoch eine

grolde Rolle in der Apoptoseinhibition spielt, ist unklar.

4.4. Bax-abhangige Apoptoseinduktion durch Infektion mit Chlamydien

Erst vor kurzem wurden die Umstande und Mechanismen der Apoptoseinduktion
genauer unter die Lupe genommen. Die infizierten, apoptotischen Zellen besalten
etliche typische Apoptosezeichen wie beispielsweise die DNS-Fragmentierung, je-
doch wurden keine der bisher bekannten Caspasen aktiviert (Ojcius et al., 1998;
Perfettini et al., 2002). Eine zunehmende Anzahl von Studien zeigt die Existenz
von einigen Zelltodformen, die ohne Caspasenaktivierung funktionieren. Zum Bei-
spiel kann AIF ohne die Aktivierung von Caspasen Chromatin kondensieren las-

sen und DNS spalten (Lorenzo et al., 1999).

Es wurde auch gezeigt, dass die Uberexpression von Bax oder Bak auch ohne
Anwesenheit von Caspasen zur Apoptose flihren kann (Pastorino et al., 1998; Xi-
ang et al., 1996). Perfettini et al. vermuteten 2002, dass die Apoptoseinduktion
wahrend der Infektion mit Chlamydien durch die Aktivierung von Bax ausgelost
sein kdnnte. Dieser Gedanke wurde durch eine weitere Arbeit mit Bax-defizienten

Mausen untermauert. Die Zellen waren resistent gegeniber Chlamydien-
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induzierter Apoptose, und weniger Bakterien als in Mausen mit Bax wurden nach
zwei Zyklen gefunden. Dies fuhrte zur Vermutung, dass die Bax-abhangige Apop-
tose eine neue Infektionsrunde einleitet. Noch dazu hielt die durch C. trachomatis
ausgeloste genitale Infektion in den Wildtyp-Mausen langer an als in den Bax-
defizienten Mausen (Perfettini et al., 2003). Dies bestatigt noch einmal die unter
4.1. bereits geaullerte Vermutung, dass die Apoptoseinduktion einen vorteilhaften
Vorgang fur die Verbreitung einer Infektion darstellen konnte. Weitere Studien
konnten herausfinden, ob das Fehlen von Bax nicht nur zu einer eingeschrankten
Verbreitung der Infektion fiihrt, sondern auch, ob durch das verlangerte Uberleben
der Immuneffektorzellen eine effizientere Elimination der Infektion stattfindet (Byr-
ne and Ojcius, 2004).

Wie Bax unabhangig von anderen BH3-Proteinen aktiviert wird, ist noch nicht voll-
kommen klar. Es wurde die Uberlegung in den Raum gestellt, dass die Oligomeri-
sierung von Bax vielleicht durch den oxidativen Stress, die zytosolische pH-Wert-
Anderung und die vermehrte mitochondriale Stoffwechselaktivitdt unter Chlamy-

dieninfektion ausgeldst wird (Byrne and Ojcius, 2004).

4.5. Nekrose und Chlamydieninfektion

Zumindest bei einigen Chlamydienstammen tritt in vivo auch die Nekrose neben
der Apoptose als Zelltodform auf. Die Nekrose ist dabei wohl flr die entztindliche
Reaktion und deutliche Gewebsschadigung bei chronischen Infektionen verant-
wortlich (Perfettini et al., 2003). Eine Studie meint herausgefunden zu haben, dass
bei sehr hohen, intrazellularen C. trachomatis-Konzentrationen die Elementarkor-
perchen zweier Stamme in der Lage sind, in der frihen Infektionsphase ein Zyto-
toxin zu produzieren. Das Zytotoxin soll eine deutliche Homologie zu den grol3en
Clostridien-Zytotoxinen besitzen. Die Zellen entwickeln dabei die Form eines Bal-
lons (Belland et al., 2001). Moglicherweise mag mitunter dieses Toxin fur die
Nekrose verantwortlich sein. Dass in den Experimenten dieser Arbeit keine Nekro-
se beobachtet wurde, kdnnte durch einen von Haus aus vorhandenen Schutz der
HelLa-Zellen gegeben sein. HelLa-Zellen sind Zervixkarzinom-Zellen. Dieses Kar-
zinom entsteht durch Infektion der Zellen mit humanen Papillomaviren der Hochri-
sikogruppe. Dadurch werden Onkogene exprimiert, deren Einfluss auf p53 teilwei-

se einen Schutzeffekt gegen Zellnekrose bedeuten kann (DeFilippis et al., 2003).



4. Diskussion 58

4.6. Beitrage der Wirtszelle

Chlamydien konnten naturlich auch neben der Produktion eigener Proteine durch
Nutzung der Wirtszellen-Gene zu ihren pro- und antiapoptotischen Eigenschaften
gelangen. Eine Studie von Wahl et al. untersuchte 2001 die Aktivierung von NF-xB
durch C. pneumoniae in Mono Mac 6-Zellen. Interessanterweise wurde in diesen
Zellen (im Gegensatz zu HelLa-Zellen) NF-xB aktiviert. NF-xB ist ein Transkripti-
onsfaktor fur inflammatorische Zytokine einerseits, und antiapoptotische Molekile
andererseits. Die Aktivierung erfolgte postinfektios Uber 48 Stunden mit einem
Maximum nach einer Stunde. Wenn die Zellen mit NF-kxB -inhibierenden Substan-
zen wie Pyrrolidin-Dithiocarbamat oder MG-132 und Parthenolid behandelt wur-
den, zeigte sich eine Caspasen-abhangige Apoptose. Mono Mac 6-Zellen spielen
eine bedeutende Rolle bei der Arteriosklerose und sind maoglicherweise auch far
den Transport der Chlamydien vom Respirationstrakt zu den Arterien verantwort-
lich. HeLa-Zellen stehen im Zusammenhang mit den Infektionen im Genitaltrakt.
Die unterschiedlichen Gewebetypen konnten der Grund fur die unterschiedliche

Aktivierung des NF-kB-Systems sein.

Die ,inhibitor of apoptosis proteins® (IAP) kdnnen die Caspasenaktivierung wir-
kungsvoll verhindern und ihre Expression wird vom NF-kB-System mitreguliert. Es
wurde in den Raum gestellt, dass ein Zusammenhang mit dem antiapoptotischen
Chlamydienfaktor bestehen kénnte (Wahl et al., 2001). Allerdings haben IAP kei-
nen Einfluss auf BH3-Proteine und agieren distal der Freisetzung von Cytochrom

c. Eine wichtige Rolle dieser Proteine hier ist daher unwahrscheinlich.

Bcl-2-Uberexpression oder HSP-70-Produktion durch die Zelle spielen -wie ge-
zeigt- keine Rolle bei der Apoptoseinhibition. In anderen Studien wurden jedoch
Expressionsveranderungen etlicher Gene von pro- und antiapoptotischen Mediato-
ren gefunden, deren Aufgabe bei Chlamydieninfektionen jedoch nicht klar ist (Byr-
ne and Ojcius, 2004).

4.7. Die Bedeutung der Apoptoseinhibition fiir die klinische Infektion

Wie bereits beschrieben, konnte C. pneumoniae in atheromatésen Plaques nach-
gewiesen werden und der Zusammenhang mit Arteriosklerose und deren Folgeer-
krankungen wird diskutiert (Campbell and Kuo, 2004; Saikku, 2000). Ein therapeu-
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tischer Eingriff in die antiapoptotische Aktivitat von C. pneumoniae konnte viel-
leicht die Eliminierung der Bakterien erleichtern. Damit konnte das Risiko, an Fol-
geerkrankungen der Arteriosklerose wie Herzinfarkt, Apoplex, Aortenaneurysma
oder der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit zu erkranken oder zu verster-
ben, gemindert werden. Jedoch auch Menschen mit anderen chronischen Mani-

festationen einer Chlamydieninfektion durften davon profitieren.

Gerade weil Antibiotika besonders bei chronischen Infektionen mdglicherweise
nicht mehr helfen, die Infektionen zu stoppen und zu eliminieren, muss Uber neue
Handlungsansatze nachgedacht werden. Hogan et al. zeigten 2004, dass die Be-
handlung mit den falschen Antibiotika zu persistierenden Infektionen fuhren kann
(in vitro dargestellt). Bei bereits bestehenden chronischen Infektionen reichten die
Konzentrationen der normalerweise verwendeten Antibiotika selbst nach vierwo-
chiger Behandlung nicht aus, die Bakterien zu eliminieren, wie 2002 eine in vitro-

Studie von Kutlin et al. zeigte.

Weitere Studien zu Apoptose und Chlamydien sind wichtig und notwendig, um
durch ein breiteres Basiswissen und grélieres Verstandnis auch verbesserte dia-
gnostische Methoden entwickeln zu konnen und bessere Medikamente oder auch

Impfstoffe gegen Chlamydien zu finden.

Was man verstehen gelernt hat, firchtet man nicht mehr.
Marie Curie, Physikerin, 1867-1934
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5. Zusammenfassung

Chlamydia pneumoniae ist ein obligat intrazellulares Bakterium, das insbesondere
Atemwegsinfektionen hervorruft. In dieser Arbeit wird gezeigt, dass mit Chlamydia
pneumoniae infizierte HeLa 229-Zellen gegen experimentell (mit Staurosporin o-
der anti-CD95) induzierte Apoptose geschutzt sind. Apoptose ist eine physiologi-
sche, fur hdherstehende Lebewesen wichtige Form des Zelltodes. Sie kann durch
verschiedene Stimuli ausgelést werden und ist Folge spezialisierter Signaltrans-
duktion. In diesem Signaltransduktionsweg ist die Aktivierung der Caspasen-3, -8
und -9 und die Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien durch Infek-
tion mit Chlamydia pneumoniae blockiert. Hierzu wird die bakterielle Proteinsyn-
these zu einem frihen Zeitpunkt des Infektionszyklus bendtigt. Wie weiter gezeigt,
spielen zellulare Einflisse durch das NF-kB-System, HSP-70- oder Bcl-2-

Uberexpression keine Rolle.
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