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|. Einleitung

1. Historie

Durch Chlamydien verursachte Krankheiten sind seit langem bekannt. Das Trachom wurde bereits im Altertum
beschrieben (Orid 1984). Lymphogranuloma venereum, Einschluss-Konjunktivitis, Nicht-Gonokokkenurethritis und
Psittakose wurden im achtzehnten und neunzehnten Jahrhundert erkannt (Orid 1984). 1907 wies Prowazek
Einschlusskdrperchen in Konjunktivalepithelien von Trachom-Patienten nach, und ordnete sie zwischen Bakterien und
Protozoen ein (Chlamydozoa)(Hahn H 1994). Spater wurden Chlamydien as atypische Viren angesehen, weil sie in
kunstlichen Medien nicht anziichtbar waren und fir ale damals bekannten Bakterien undurchléssige Filter passierten.
1930 entdeckte Levinthal charakteristische Einschlusskorper in Geweben von infizierten Papageien. Die erste Anzucht
von Chlamydien gelang 1935 in Hihnerembryonen. In den 60er Jahren wurden die ersten Zellkulturverfahren
entwickelt und damit die Voraussetzungen fir die Erforschung des Keimes geschaffen.

Moulder leistete einen grolRen Beitrag, als er die Chlamydien als Bakterien erkannte, nachdem Bedson und Bland
allerdings schon vorher Chlamydia psittaci als einen , obligat intrazelluléren Parasiten mit bakteriellen Eigenschaften”
beschrieben hatten (Hahn H 1994).

Bereits 1943 beschrieb Smadel durch Chlamydien verursachten Pneumonien ohne vorherigen Kontakt zu Végeln
(Allegra et al. 1994). Zunéchst hielt man einen atypischen Chlamydia psittaci Stamm fir verantwortlich. 1965 wurde in
Taiwan aus dem Konjunktivalabstrich eines Kindes die Chlamydie TW-183 angezichtet und 1983 aus der
RachenspilflUssigkeit eines Studenten in Seattle mit akuten respiratorischen Symptomen die Chlamydie AR-39 isoliert
(Grayston et al. 1986). Diese Keime wurden bald a's ein Stamm erkannt und zunéchst als TWAR bezeichnet. Im Jahr
1989 wurden diese Chlamydien als eigene Spezies abgegrenzt und mit Chlamydia pneumoniae bezeichnet (Grayston et
al. 1989).

2. Taxonomie

Als im Jahr 1980 die ,Approved List of Bacteria Names* verdffentlicht wurde, bezeichnete man ale Bakterien mit
Chlamydien-Charakteristika, wenn sie Glykogen enthielten und Sulfadiazin sensibel waren, als C. trachomatis, ale
anderen als C. psittaci. Die Etablierung von Klassifizierungstechniken auf DNA -Basis fuhrte zur Abtrennung zweier
weiterer Spezies: C. pneumoniae (Grayston et al. 1989) und C. pecorum (Fukushi & Hirai 1992).

Die momentan guiltige Einteilung ist folgende:

Chlamydien sind das einzige Familienmitglied der Chlamydiaceae, die wiederum alleine in der Ordnung der
Chlamydialen stehen. Die Gattung Chlamydia umfasst vier Arten: C. trachomatis, C. pneumoniae, C. psittaci und
C. pecorum. C. trachomatis wird noch in drei Biovare eingeteilt: das Trachombiovar mit den Serotypen A-K, das
Lymphogranuloma venereumBiovar mit den Serotypen L1-L3, und das Mauspneumonie-Biovar ohne weitere

Unterteilung.



Ordnung: Chlamydiales
Familie: Chlamydiaceae

Genus: Chlamydia

Spezies: C. psittaci
Spezies: C. trachomatis
Biovar Trachom Serovare ABC, D-K
Biovar M aus-Pneumonie
Biovar Lymphogranuloma Serovare L1-L3
Spezies: C. pneumoniae
Spezies: C. pecorum

Abbildung 1. Bisher giiltige Taxonomie der Chlamydiaen

Seit 1993 sind eine Reihe von C. trachomatis-dhnlichen Chlamydien aus Schweinen isoliert worden, welche Sulfadiazin
resistent sind, und sich somit nicht in obiges Schema einordnen lassen (Everett et al. 1999;Everett 2000;K altenboeck et
al. 1993;Schiller et al. 1997;Rogers & Andersen 1999). In den letzten Jahren wurden weitere Bakterien mit grofZer
morphologischer und genetischer Ahnlichkeit zu Chlamydien isoliert, die sich ebenfalls nicht in obiges Schema
einordnen lassen (Simkania strain Z (Kahane et al. 1995;Kahane et al. 1998); ein Cluster von Isolaten aus Amdében
(Birtles et al. 1997); Hall’'s Coccus (Birtles et al. 1997) und der nahe verwandte Candidatus parachlamydia
acanthamoebae (Amann et al. 1997)). Bei Untersuchungen von Blut, Nasenabstrichen und Proben aus abdominalen
Aneurismen mittels 16 s RNA- PCR wurden vier neue Sequenzen entdeckt, die sich mit bekannten Chlamydien DNA
Sequenzen hybridisieren lieRen. In phylogenetischen Analysen zeigten diese Sequenzen groRte Ahnlichkeit mit S
negevensis und P. acanthamoebae (Ossewaarde & Meijer 1999).

Im April 1999 wurde deshalb vorgeschlagen, die Ordnung der Chlamydialen um drei Familien zu erganzen
(Parachlamydiaceae, Simkaniaceae, Unbenannt) und die Taxonomie innerhalb der Familie der Chlamydiaceae unter
Einflhrung eines neuen Genus und finf neuer Spezies zu andern (Everett et al. 1999).

Auch wenn dieser Vorschlag noch nicht allgemein akzeptiert ist und weitere Anderungen zu erwarten sind, sei er kurz

vereinfacht dargestellt (Abbildung 2).



Ordnung: Chlamydiales
Familiel Chlamydiaceae
Spezies:.  Chlamydia muridarumsp. nov.
Chlamydia suis sp. nov.
Chlamydia trachomatis
Biovar Trachoma
Biovar LGV
Chlamydiophila abortussp. nov.
Chlamydiophila caviae sp. nov.
Chlamydiophila felis sp. nov.
Chlamydiophila pecorumcomb. nov.
Chlamydiophila pneumoniae comb. nov.
Biovar TWAR
Biovar Koda
Biovar Equine
Chlamydiophila psittaci comb. nov.
Familiell ~Simkaniaceae fam. nov.
Spezies Simkania negevensis sp. nov.
Familielll Parachlamydiaceae fam. nov.
Spezies Parachlamydia acantamoebae sp. nov.
FamilielV unbenannt
Spezies unbenannt, WSU 86-1044, ATCC-NR: VR 1470

Abbildung 2. Vorschlag fir Umstrukturierung der Taxonomie der Chlamydialen (Everett et al.
1999)

3. Entwicklungszyklus

Chlamydien fehlen Enzyme, um ausreichend ATP und NAD zu synthetisieren, sie sind daher auf eukaryote Zellen als
Energielieferanten angewiesen. Die Vermehrung und Ausbreitung erfolgt durch einen einzigartigen biphasischen
Entwicklungszyklus. Die Vermehrung findet in der Zelle innerhalb von Einschlusskdrpern durch Teilung statt. lhre
Verbreitung erfolgt durch Elementarkorperchen.

Der Zyklus beginnt mit der Anhaftung des Elementarkérperchens tber verschiedene schwachen Bindungen an die
Zellmembran der Zielzelle (Abb. 3). Das Elementarkdrperchen ist rund, zwischen 0.25 und 0.4 mm grof3. Es ist von
einer dreischichtigen Zellwand umgeben, die der Zellwand gramnegativer Bakterien shnelt. Uber unterschiedliche noch
nicht im Detail geklarte Aufnahmemechanismen gelangen diese Elementarkdrperchen in die Zelle (Stephens et al.
2000b;Wolf et al. 2000). Sie bleiben von einem Phagosom umschlossen, wobei die Fusion mit Lysosomen durch
ungeklarte Mechanismen verhindert wird. Ein bis drei Stunden nach Aufnahme in die Zelle kommt es zur Umbildung

des Hementarkorperchens zum Initialkérperchen, auch Retikularkdrperchen genannt  (Abb. 3). Es hat einen
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Durchmesser von ca 1 mm und ist von einer flexiblen dreischichtigen Zellwand umgeben. Innerhalb des
Einschlusskorperchens teilen sich nun die Retikularkdrperchen. Nach ca. 24 bis 48 Stunden beginnen die
Retikularkorperchen sich unter weiterer Vermehrung in Elementarkrperchen zurtickzubilden. Am Ende des
Vermehrungszyklus kann das Einschlusskérperchen bis zu tausend Elementarkorperchen enthalten und den Kern an
Grofe deutlich Ubertreffen, bis es schliefdlich mitsamt der Zelle birst, und die Elementarkdrperchen freigesetzt werden
(Abb. 3). Ein Vermehrungszyklus dauert je nach Bedingungen und Chlamydienspezies zwischen 40 und 96 Stunden (C.

trachomatis ca. 48 Std.; C. pneumoniae ca. 72 Std.).

Entwichlungszyklus von Chlamydia pneumoniae

E |u|||u:][.||'k-.l|l§\;l|:rl{ ELK) Aufnahme der ELK

)
Freisctzung der ELK-

'..\\\\\

Umwandlung #u [K

I{ Imitialkrperchen (1K)

keine weitere’
Vermehrung

" EinschluBkdrper
mit Retikularkérpemn

Reorganisation #zu ELK

und weitere Vermehrung

Abbildung 3. Entwicklungszyklus
Die Elementarkdrperchen gelangen durch noch nicht genau gekléarte Aufnahmemechanismen in die Zelle. Innerhalb

einer Hulle vermehren sich die Chlamydien nach Umwandlung zu einem Initialkdrperchen durch Teilung. Nach ca. 2
Tagen beginnt innerhalb des Einschlusskdrpers unter weiterer Vermehrung die Reorganisation zu Elementarkorperchen.
Nach 3-4 Tagen bersten Zelle und Einschlusskdrper und die infektidsen Elementarkorper werden freigesetzt.

4. Makromolekularer Aufbau

Die Zellmembran von Chlamydien dhnelt der von gramnegativen Bakterien. Sie besteht aus einer inneren und einer
auReren Membran. Die &auRere Membran enthélt chlamydienspezifisches Lipopolysacharid (LPS) und das
Membranprotein MOMP (major outer membrane protein).

MOMP, ca. 40 kDa grof3 hat einen Anteil von etwa 60% des Gesamtproteingehaltes der Bakterienmembran. Zusammen
mit assoziierten Proteinen soll es eine Rolle bei der Anhaftung an die Wirtszelle spielen (Cadwell et al. 1981). Neuere
DNA-Analysen bestétigten die Vorstellung, dass es sich umein Porin handelt. Es leistet vermutlich auch einen Beitrag
zum Nahrstofftransport durch die Phagosomenmembran in das Einschlusskoérperchen (Wyllie et al. 1999). Be C.

trachomatis werden die serovar-, serogruppen-, spezies-, und genus- spezifischen Epitope durch vier variable Doméanen



des MOMP gebildet (Newhall 1988). Das MOMP von C. pneumoniae ist weniger immunogen und weniger komplex als
das MOMP von C. trachomatis (Gaydos et al. 1992).

Neben dem MOMP sind weitere Proteine (99 kDa, B kDa, 97 kDa, 54 kDa, 53 kDa, 46 kDa, 43 kDa) bekannt, die zum
Teil auf der Oberflache nachgewiesen wurden (53 kDa, 97 kDa, 99 kDa), und eine Rolle als Antigene bei der
Immunabwehr spielen (Hame et al. 1997;Knudsen et al. 1999). Die Analyse der mittlerweile aufgeschliisselten DNS
lasst auf 24 unterschiedliche Membranproteine schlief3en (Kalman et al. 1999).

Die Struktur des LPS von C. trachomatis (Nurminen et al. 1985) und C. psittaci (Brade et al. 1986) dhnelt der rauen
Form des LPS von Enterobakterien, insbesondere dem von Salmonella minesota. Die kurze hydrophile
Ketodeoxyoctonat (kdo) Trisaccharid Einheit enthélt eine einzigartige 2,8-Verbindung, die ein genusspezifisches Epitop
bildet (Brade et al. 1987). Bei C. pneumoniae wurde ein &hnliches LPS mit einem genusspezifischen Trisaccharid
Epitop aKdo (2-8) aKdo (2-4) gefunden (Christiansen et al. 1999;Peterson et al. 1998). Chlamydiales L PS besitzt eine
vergleichsweise geringe endotoxische Aktivitét, die auf die ungewohnliche Komposition des Lipid A, insbesondere die
geringere Zahl von Acylgruppen (5 statt 6) zurtickgefihrt wird (Qureshi et al. 1997).

Wie ale Organismen enthalten auch Chlamydien Hitzeschockproteine. Das am besten untersuchte ist ein 57-60 kDa
genusspezifisches heat shock protein (HSP60), das mit Hitzeschockproteinen von Escherichia coli und Mykobakterien
verwandt ist (Cerrone et al. 1991). Dieses HSP60 ist an der Pathogenese des Trachoms und mdglicherweise auch der
Arteriosklerose beteiligt (Bachmaier et al. 1999;Mayr et al. 1999;Morrison 1991) Ein weiteres Hitzeschockprotein ist
HSP70, von welchem kein Einfluss auf die Pathogenese bekannt ist.

Chlamydien enthalten kein Peptidoglycan in ihrer Zellwand (Caldwell et al. 1981), die Wandstabilitét wird durch die
auReren Membranproteine gewahrleistet (Newhall 1988). Man geht davon aus, dass Chlamydien ihre
Peptidoglycanschicht im Laufe der Entwicklung von einem EubakteriumVorfahren abgelegt haben (Moulder JW
1988). Es sind aber Spuren von Muraminsaure in Chlamydien sowie die entsprechenden Gene gefunden worden, und
Chlamydien sind interessanterweise auch Penicillin  sensibel (Moulder 1993). Mdéglicherweise haben die

Peptidoglykane eine Bedeutung bei der Zellteilung (Rockey et al. 2000).

5. Chlamydien als Krankheitserreger

5.1. Allgemeine M echanismen

Chlamydien sind weit verbreitete Krankheitserreger bei Mensch und Tier. Trotz unterschiedlicher Wirtsspezifitét haben
sie pathogenetische Gemeinsamkeiten. Ublicherweise verursachen sie chronische Infektionen. Die Erstinfektion geht im
Allgemeinen nur mit schwachen Symptomen einher. Auch wenn die Erkrankungen klinisch zundchst meist leicht
verlaufen, kénnen wiederholte Reinfektionen und chronische Infektionen durch Hyperreagibilitét des Immunsystems zu
massiver Schadigung von Organen fihren.

Verschiedene Faktoren sind urséchlich fir die unzureichende Abwehr des Korpers. Die Antikorperantwort ist
unvollstandig, serovarspezifisch und hdlt nur kurz an (Rank et al. 1988). Dazu kommt, dass Chlamydien in ihrer
Vermehrungsphase durch die intrazellulére Lage vor der Korperabwehr geschiitzt sind. Abwehrmechanismen scheinen
teilweise sogar die Chronifizierung zu beginstigen. Es konnte gezeigt werden, dass z.B. IFN-g den
Vermehrungszyklus unterbricht und zu einer atypischen persistierenden intrazelluldren Chlamydienform fiihrt. Diese
Formen konnen sobald der ausldsende Stimulus wegféllt wieder in den normalen Vermehrungszyklus eintreten (Beatty
et al. 1994b;Beatty et al. 1994a;Beatty et al. 1995). Des Weiteren kann die Kdrperabwehr, unter anderem durch
Autoimmunreaktionen, zu einer Selbstschadigung desinfizierten Organismus fihren.
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Ein erst seit kurzem bekannter Aspekt der Pathogenese von Chlamydieninfektionen ist die Fahigkeit von Chlamydien
sowohl Apoptose auszul 6sen sowie zu inhibieren (Gibdlini et al. 1998;Fan et al. 1998;Ojciuset al. 1998c)

Der Krankheitsverlauf einer Chlamydieninfektion hangt neben Chlamydientyp, Infektionsdosis und Eintrittspforte von
der genetischen Ausstattung des Individuums ab. So ist zum Beispiel die Stérke der Antikorperantwort auf
chlamydiales HSP60 vom MHC-Typ abhangig (Zhong & Brunham 1992).

5.2. Chlamydia trachomatis
Die verschiedenen Serotypen von C. trachomatis verursachen unterschiedliche Krankheitsformen. Die Serotypen A-C
verursachen das Trachom. Die Serotypen DK kénnen Einschlusskorperchen-Konjunktivitis, Zervizitis, Endometritis,

Proktitis und Sauglingsinfektionen erzeugen. Die Infektion mit Serotypen L1-L 3 fuhrt zu Lymphogranulomainguinale.

5.2.1. Trachom

Das Trachom ist weltweit die haufigste Erblindungsursache. Es ist besonders in Nordafrika, Indien und China verbreitet
(Munoz & West 1997). Haufige Ubertragungswege sind Schmierinfektionen, meist vom Finger ins Auge Uber
gemeinsam benitzte Handtiicher, Waschlappen usw., wobei das Ubertragungsrisiko von der Enge der
L ebensgemeinschaft und den hygienischen Bedingungen abhéngt. Auch indirekte Ubertragung, zum Beispiel durch
Fliegen, ist moglich.

Nach einer Inkubationszeit von finf bis sieben Tagen kommt es zu einer eitrigen Konjunktivitis, die im Allgemeinen
bald wieder abklingt. Es bilden sich dann aber durch die T-Zell abhangige Immunantwort typische Follikel, bis zu
1mm grofRe mit Makrophagen und Lymphozyten gefiilite Granula auf der Innenseite der Lider. Durch zunehmende
Vernarbung kommt es zur Einwartskehrung der Lider (Entropium), und dadurch zum Reiben der Wimpern auf der
Hornhaut (Trichiasis). Die Selbstreinigungsmechanismen des Auges sind eingeschrénkt und es kommt zu
Sekundérinfektionen. Die Hornhaut wird von Granulationsgewebe Uberzogen und almahlich vaskularisiert, was zu

Tribung der Korneaund schliefdlich zur Erblindung fhrt.

5.2.2. Unspezifische Genitalinfektionen

Chlamydien der Serogruppe D-K stellen die haufigste bakterielle Ursache fir sexuell Ubertragene Infektionen in
industriaisierten Landern dar. Bei der Frau laufen die Infektionen haufig subklinisch oder symptomlos ab, wobei es
alerdings zu einer aufsteigenden Zervizitis oder Salpingitis mit Unfruchtbarkeit als Folge kommen kann. Man geht
davon aus, dass 10% aller asymptomatischen Frauen infiziert sind, und damit auch Infektionsquellen fir Sexual partner

und ihren Nachwuchs darstellen.

5.2.3. Einschlusskér per chen-K onjunktivitis
Betroffen sind meist Neugeborene, die sich im Geburtskanal infizieren, seltener auch Erwachsene (Schwimmbad-
Konjunktivitis). Im Allgemeinen nimmt diese Konjunktivitis einen guten Verlauf und heilt binnen eines halben Jahres

aus, es kann allerdings auch zu einem Trachom &hnlichen Verlauf kommen.
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5.2.4. Neugeborenen Pneumonie
Bei Neugeborenen kann sich neben der Konjunktivitis auch eine interstitielle Pneumonie entwickeln, die im

Allgemeinen ein bis sechs Monate nach der Geburt Symptome zeigt.

5.2.5. Lymphogranuloma inguinale
Drei bis 21 Tage nach sexueller Ubertragung von C. trachomatis der Serogruppe L kommt es zu einem Genitalulkus.

Die Lymphknoten schwellen an, vereitern und verschmelzen schliefdlich.

5.3. Chlamydia psittaci

C. psittaci verursacht die Ornithose (auch Psittakose oder Papageienkrankheit), eine interstitielle Pneumonie, die mit
pl6tzlich auftretendem Fieber, Kopfschmerzen und Husten einhergeht. Selten kann es zu systemischen Komplikationen,
wie Myokarditis, Enzephalitis und Hepatitis, kommen. Bei Tieren kénnen diese Chlamydien zu verschiedensten
Krankheitserscheinungen fiihren. Beispiele sind intestinale, respiratorische, meningeale, plazentare, und fetale

Infektionen.

5.4. Chlamydia pecorum

C. pecorum wird mit verschiedenen Krankheiten bei Schaf und Rind in Verbindung gebracht (Storz J 1994). Der
Mensch ist kein natUrlicher Wirt, es werden aber gelegentlich fieberhafte Pneumonien und seltener neurologische,
gastrointestinale und kardiovaskuldre Manifestationen beobachtet (Odeh & Oliven 1992).

5.5. Simkaniasp. und Parachlamydia p.
Die klinische Bedeutung dieser erst kirzlich entdeckten Chlamydienarten ist noch nicht geklart. Es wurden
Antikorperpravalenzen gegen diese Keime bis 80 % gefunden (Friedman et al. 1999). Vermutlich sind diese

Chlamydien fur einen Teil der ungeklarten Pneumonien verantwortlich (Ossewaarde & Meijer 1999).

6. Chlamydia pneumoniae

C. pneumoniae wurde erst 1989 als eigene Spezies erkannt. Man geht mittlerweile davon aus, dass C. pneumoniae
weltweit eine der haufigsten Ursachen fir Atemwegsinfektionen ist, und es mehren sich die Anzeichen, dass der
Erreger an der Entstehung einer ganzen Reihe chronischer Krankheiten zumindest beteiligt ist. Die Antikorpertrégerrate
liegt bei Erwachsenen weltweit bei ca. 50%, sie steigt von niedrigen Werten in der Kindheit im Laufe des Lebens
kontinuierlich an. Bei Mannern liegen sowohl Seroprévalenz ds auch die Stérke der Antikorperantwort etwas hoher als
bei Frauen (Karvonen et al. 1994). In Entwicklungslandern liegt die Durchseuchungsrate insbesondere bei Kindern
deutlich héher alsin Industriestaaten (Saikku et al. 1988b).

6.1. Atemwegsinfektionen

Die Klinik einer Atemwegsinfektion durch C. pneumoniae reicht vom asymptomatischen bis zum letalen Verlauf,
abhangig von Alter, Grunderkrankungen, und ob es sich um Ersterkrankung oder Reinfektion handelt (File et al.
1998;Grayston et al. 1989;Hahn 1999;Heinemann et al. 2000). Bei zuvor gesunden Personen verlauft die Infektion
Ublicherweise mild. Sie beginnt nach einer Inkubationszeit von 1-4 Wochen mit zunehmender Heiserkeit,
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Halsschmerzen, Husten und voribergehendem Fieber. Die Symptome lassen meist bald nach, wobei ein trockener
Husten alerdings noch Monate anhalten kann. Haufig kommt es ca. 2 Wochen nach dem Nachlassen der ersten
Krankheitserscheinungen zur Exazerbation einer tiefen Atemwegsinfektion. Bei dlteren Patienten, bei Kindern in
Entwicklungsléandern sowie immunsupprimierten Patienten kommt es haufiger zu schwereren Krankheitsverlaufen
(Kauppinen & Saikku 1995;Heinemann et al. 2000). Reinfektionen laufen im Allgemeinen schwécher ab, allerdings
halten die Symptome haufig langer an. Interessanterweise finden sich die meisten Féle (80%) von rekurrierenden
Infektionen bei Mannern (Kauppinen & Saikku 1995).

Serologische Daten sprechen auch fir eine Beteiligung von C. pneumoniae an der Exazerbation von chronischen
Bronchitiden (von Hertzen et al. 1996). Auch der Verdacht eines Zusammenhangs zwischen C. pneumoniae und

Asthmawurde durch verschiedene epidemiol ogische Studien an Erwachsenen und Kindern erhértet (Daian et al. 2000).

6.2. Chlamydia pneumoniae und Arteriosklerose

Verschiedenste chronischen Krankheiten wie Sarkoidose und hilére Lymphadenopathie (Marie et al. 1999), Guillan
Barré Syndrom , Multiple Sklerose (Layh-Schmitt et al. 2000), Lungenkrebs (Koyi et al. 1999), Sezary T-Zdll
Lymphom (Abrams et al. 1999), Venenthrombosen (Lozinguez et al. 2000), Morbus Alzheimer (Ring & Lyons 2000)
und das chronische Midigkeitssyndrom (Chia & Chia 1999) wurden mit C. pneumoniae in Zusammenhang gebracht.
Bisher liegen hierzu allerdings nur Fallberichte und kleineren Studien vor, die keine wirkliche Aussage erlauben.

Fester ist die Datenlage was den Zusammenhang von Arteriosklerose und C. pneumoniae betrifft. Schon seit 50 Jahren
wurde wiederholt ein gehduftes Zusammentreffen von Arteriosklerose und Chlamydien-Erkrankungen beobachtet. Bis
in die achtziger Jahre fand diese Beobachtung allerdings keine grof3e Beachtung. Nach Hinweisen auf eine Beteiligung
von C. pneumoniae an der Entstehung der Arteriosklerose in einer seroloepidemiologischen Studie in Finnland (Saikku
et al. 1988g) folgten weitere retrospektive und prospektive Studien in den U.S.A., Schweden, Deutschland, England,
den Niederlanden und Alaska, die eine Korrelation von erhéhten C. pneumoniae-Titern mit koronarer Herzkrankheit
ergaben (Koyi et al. 1999;Saikku 1999). Eine solche Verbindung konnte allerdings in neueren Untersuchungen nicht
immer bestétigt werden (Danesh et al. 2000).

Der Verdacht auf einen Zusammenhang wurde erhértet durch den Nachweis von C. pneumoniae in arteriosklerotischen
Geféalzen. Mittlerweile liegen etwa 50 Verdffentlichungen vor, in welchen mit den verschiedensten Techniken (PCR,
Elektronenmikroskopie, Immunfluoreszensféarbungen, Kultur) C. pneumoniae in arteriosklerotischen Geféf3en (Aorta,
Koronararterie, Pulmonalarterie, Femoraarterie, Arteria iliaca) nachgewiesen wurde. Die Nachweisrate in
arteriosklerotischen Gefélien lag im Schnitt bei 50% im Vergleich zu etwa 2% in gesunden Gefé3en (Kuo & Campbell
2000). Die Nachweisraten schwanken allerdings abhangig von Nachweismethode und Forschergruppe erheblich
(Apfalter et al. 2001).

Es ist bis heute offen, ob Atherome sekundar mit Chlamydien infiziert werden, oder ob tatséchlich die Infektion selbst
zur Atherombildung fihrt. Ein mdgliches Szenario wére, dass es bereits in jungen Jahren zu meist subklinischen
Atemwegsinfektionen durch Chlamydien kommt, die Chlamydien sich dann innerhalb von infizierten Monozytenim
Organismus ausbreiten und auf diesem Weg auch Endothelzellen infizieren. Die Arteriosklerose wére dann das Produkt
einer ultrachronischen Chlamydieninfektion, wobei die bekannten Risikofaktoren entweder unabhangig von einer
Chlamydieninfektion zu Gefélischadigungen flhren, oder die Chlamydieninfektion beginstigen, oder in einem
Wechselspiel mit den Chlamydien zur Pathogenese beitragen kdnnten. Neben den genannten Studien lassen eine Reihe

weiterer Daten dieses Szenario zumindest als méglich erscheinen. So konnte in vitro gezeigt werden, dass eine
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produktive C. pneumoniae Infektion in Makrophagen, Endothelzellen und Geféldmuskelzellen méglich ist (Gaydos et
al. 1996). Auch ex vivo konnte C. pneumoniae in diesen Zellen bei Mensch, Maus und Kaninchen nachgewiesen
werden (Chiu 1999;Moazed et al. 1996). Mit C. pneumoniae infizierte menschliche Endothelzellen exprimieren
vermehrt Adhésionsmolekile wie E-Selektin, ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1), VCAM-1 (vascular
adhesion molecule-1), ELAM-1(Endothelial leucocyte adhesion molecule), die fir die Anlagerung von Monozyten
wichtig sind (Summersgill et al. 2000). Infektion von Makrophagen mit C. pneumoniae regt diese zu einer vermehrten
Expression von Entziindungsmediatoren, wie Tumor Necrosis Factor-a, Interleukin-1b, Interleukin-6, Interleukin-8 und
Interferon-g an. Gleichzeitig kommt es zu einer vermehrten Expression von CD14 (Heinemann et al. 1996;Netea et al.
2000). Des Weiteren werden menschliche Makrophagen durch C. pneumoniae zur Aufnahme von LDL (low density
lipoprotein) und schliefdlich zur Schaumzellbildung (einer typischen Erscheinung in einem frihen Stadium der
Arteriosklerose) angeregt (Kaayoglu & Byrne 1998). In vitro kann C. pneumoniae von infizierten Makrophagen auf
Endothelzellen Gbertragen werden (Quinn & Gaydos 1999). Auch eine Kreuzreaktion von Antikdrpern gegen
chlamydiale Proteine wie HSP65/60 und Membranproteinen mit humanem HSP60 und Myosinketten kénnte eine
Schéadigung des Endothels verursachen (Bachmaier et al. 1999;Mayr et al. 1999).

Die Chlamydien-Arteriosklerose Theorie wird auch durch Tierversuche gestiitzt. Be New Zealand White Rabbits
konnte gezeigt werden, dass eine Infektion mit C. pneumoniae zu arteriosklerotischen Verdnderungen, zu Ansammliung
von Schaumzellen und zu Spindelzellproliferation im Aortenbogen fihren kann (Fong et al. 1997;Fong 1999). Im
Mausmodel (C57BL/6J) konnten nach intranasaler wie intraperitonealer Gabe von C. pneumoniae infizierte
Makrophagen aus Lunge und Peritoneum isoliert werden (Moazed et al. 1997;Moazed et al. 1998). Chlamydien wurden
auch in Blutmonozyten nachgewiesen, nicht aber im Plasma. Der Transfer von infizierten Makrophagen in ein gesundes
Tier fihrte bei diesem zu einer disseminierten Infektion in Lunge, Thymus, Milz und Lymphknoten. In verschiedenen
Mausemodellen konnte ein Tropismus von C. pneumoniae zu arteriosklerotischen Plaques und einer Vergroferung der
Lasionen nach Infektion gezeigt werden (Moazed et al. 1998;Hu et al. 1999;Laitinen et al. 1997). Chlamydien konnten
bis zu 20 Wochen in Lasionen und Schaumzellen nachgewiesen werden (Moazed et al. 1998). Jingste Tierversuche
stiitzen alerdings nicht immer die Chlamydien-ArterioskleroseTheorie. So wurden in Versuchen an keimfreien Apo E
(-/-) Méusen gleiche Arterioskleroseraten wie an mit Chlamydien und weiteren Keimen infizierten Mausen gemessen
(Wright et al. 2000).

Zurzeit laufen weltweit Studien zur prophylaktischen Wirkung gegen Chlamydien wirksamer Antibiotika bei KHK-
Patienten. Kleinere Studien ergaben eine signifikant niedrigere Inzidenz von akuten ischdmischen Attacken bei
Patienten mit instabiler Angina nach Roxithromycin Behandlung (Gurfinkel et al. 1999), wobei allerdings zu bedenken
ist, dass Makrolid Antibiotika eine unspezifische antiinflammatorische Wirkung haben. Es wurde bereits gezeigt, dass
durch eine Behandlung mit Roxithromycin die Inzidenz von C. pneumoniae in arteriosklerotischen Plagues zuriickgeht
(Melissano et al. 1999). Neueste Auswertungen von Therapieversuchen sind allerdings weniger viel versprechend
(Jackson et al. 1999b;Anderson & Muhlestein 2000;Jackson et al. 1999a;Muhlestein et al. 2000).

Zusammenfassend bleiben trotz aler Indizien fir die Chlamydien-Arteriosklerose Theorie, Zweifel bestehen. Nachdem
in der anfanglichen Euphorie vorwiegend Artikel erschienen, die fir eine Rolle von Chlamydien bei der Entstehung der
Arteriosklerose sprachen, erscheinen zunehmend auch Berichte (ber niedrige Nachweisraten von Chlamydien in
arteriosklerotischen Gefé3en, Uber erfolglosen Einsatz von Antibiotika bei Arteriosklerose und fehlende

Arteriosklerosebildung bei experimentell mit C. pneumoniae infizierten Tieren. Auch wenn dieses Thema international
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sehr intensiv beforscht wird, wird es voraussichtlich noch einige Jahre dauern bis die Bedeutung von C. pneumoniae
endgultig geklart ist.

7. Diagnose von Chlamydieninfektionen

Infektionen mit Chlamydien kdnnen durch Kultur, Antigen-Nachweis, Hybridisierung und PCR diagnostiziert werden.
Zéllkulturverfahren gelten als Goldstandard sind allerdings mit Schwierigkeiten behaftet. Da freie Chlamydien &uf3erst
empfindlich sind, mussen Proben in besonderen Transportmedien transportiert und schnell verarbeitet werden.
C. psittaci ist weniger empfindlich gegeniber Umwelteinfliissen, stellt daher aber eine erhohte Gefahr fir das
Laborpersonal dar. Das Hauptproblem besteht im Fall von C. pneumoniae in dem Fehlen von ausgereiften und
standardisierten Kulturverfahren, weshalb die Anzucht von C. pneumoniae bisher nur vereinzelt in
Forschungseinrichtungen gelang.

Aufgrund dieser Probleme werdenim Allgemeinen alternative Testverfahren eingesetzt.

Zum Nachweis urogenitaler Infektionen werden meist Immunofluoreszenstests oder Enzymlmmunoassays verwendet.
Invasive I nfektionen besonders pulmonal e Infektionen werden meist serologisch durch Antigennachweis diagnostiziert.
Haufig werden Mikroimmunofluoreszenz Tests empfohlen. Die Ergebnisse sind allerdings schwierig zu interpretieren
und weisen eine grof3e Schwankungsbreite zwischen verschiedenen Labors auf. Deshalb wird vielfach weiterhin der
Hamagglutinations Hemmtest verwendet, obwohl dieser nicht sicher zwischen C. pneumoniae und C. psittaci
differenzieren kann.

Fur C. trachomatis sind bereits PCR Verfahren kommerziell erhdltlich. Fir die anderen Chlamydienspezies ist diese
Technik bisher auf Speziallabors begrenzt.

8. Therapie von ChlamydienErkrankungen

Makrolide, Tetracycline, und neue Quinolone gelten as Mittel der Wahl gegen C. pneumoniae und andere Chlamydien.
Die Therapie sollte mindestens 10 Tage durchgefiihrt werden, da e sonst haufig zu einem Wiederaufflammen der
Infektion kommt. Bel einigen chlamydiaen Infektionen wirkt auch eine Einmalgabe von Azithromycin zuverlassig. Der
Erfolg der Therapie ist jedoch auch nach langerer Therapie oft von kurzer Dauer. In diesem Fall wird ein zweiter
Zyklus mit Tetracyclin empfohlen.

Es existieren bereits Impfstoffe gegen C. psittaci fur Tiere. An der Entwicklung von Impfstoffen gegen
humanpathogene Chlamydien wird weltweit intensiv gearbeitet. In Tierversuchen wurden bereits erste Erfolge
insbesondere mit DNA Impfstoffen erzielt (Brunham et al. 2000;Svanholm et al. 2000;Zhong & Brunham 1992). Bis
zum Einsatz eines | mpfstoffs beim Menschen ist es aber noch ein weiter Weg.
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|I. Zidleder vorliegenden Arbeit

Das erste Ziel dieser Arbeit war, Kulturverfahren fur C. pneumoniae zu etablieren und zu optimieren. Es sollte
einerseits ein moglichst sensitives Verfahren gefunden werden, sowohl zum Nachweis und zur Isolierung von
Chlamydien aus Patientenproben sowie als Vergleichsverfahren fir eine PCR, die zur gleichen Zeit an unserem Institut
entwickelt wurde. Gleichzeitig galt es eine Methode zu finden, mit mdglichst geringem Aufwand méglichst grofe
Mengen an Chlamydien zu produzieren, um weiterfiihrende Forschungsprojekte zur Interaktion von C. pneumoniae mit
monozytéren Zellen durchzuf Ghren.

Es wird schon seit geraumer Zeit an der Entwicklung von Kulturverfahren fir Chlamydien gearbeitet. Die in der
Literatur beschriebenen Methoden unterscheiden sich aber z.T. erheblich, und scheinbar gleiche Methoden werden in
verschiedenen Labors mit unterschiedlichem Erfolg durchgefuhrt. Dazu kommt, dass die Anstrengungen bisher immer
in Richtung Entwicklung eines moglichst sensitiven Verfahrens zum Nachweis kleiner Chlamydienmengen gingen.
Unser Ziel war in erster Linie die Anzucht groRer Chlamydienmengen fiir anschlief3ende Versuche. Es musste also von
den beschriebenen Methoden die fur unsere Labor am besten geeignete gefunden und entsprechend unseren
Laborbedingungen und Anspriichen modifiziert und weiter optimiert werden. Es galt hierbei verschiedenste
Einflussfaktoren wie Zentrifugationsbedingungen, Erntezeitpunkte, Zellarten und Medienzusétze zu untersuchen.

Ziel der weiteren Forschungsvorhaben war, unterschiedliche Aspekte der Reaktion monozytarer Zellen auf Infektion
mit C. pneumoniae zu beleuchten.

Fir die geplanten Forschungsvorhaben mussten neben der Anzucht weitere methodische Grundlagen entwickelt
werden. Um Beobachtungen in spateren Experimenten klar den Chlamydien zuordnen zu kénnen, galt es ein
Gradienten-Zentrifugationsverfahren zur Aufreinigung von Chlamydien zu etablieren. Des Weiteren mussten
Nachweisverfahren fir Mykoplasmen (Mikroskopie und PCR) eingefihrt werden, um bei Zellkulturen sehr haufig
auftretende Mykoplasmen K ontaminationen auszuschlief3en.

Ein weiterer wichtiger Punkt war die Etablierung von Analysemethoden und entsprechenden Féarbeverfahren. Dazu
gehorten u.a die Entwicklung von Verfahren zur gleichzeitigen Darstellung der intrazelluléren Chlamydien und
Oberfléchenrezeptoren am FACS, sowie von Chlamydien und eukaryoter DNS zur Beurteilung der Apoptose.

Nach der Etablierung von Infektionsverfahren fir Monozyten sollten verschiedene monozytéren Zellinien und Zellen
ex vivo (MM6, THP-1, RAW, humane periphere Blutmonozyten, murine dendritische Zellen) auf ihre Infizierbarkeit
durch C. pneumoniae Uberpruft werden, und der Verlauf der Infektion bezliglich Infektionsrate, Dauer und Produktivitat
der Infektion untersucht werden.

Die immunologische Reaktion der Monozyten sollte anhand der Expression verschiedener Oberfléachenproteine (wie
CD14, MHC-I, MHC-II CD40, CD54, CD71, CD80, CD86 und CD106) im Verlauf der Infektion charakterisert
werden.

Ein weiterer Aspekt war, inwieweit sich die Infektion von Monozyten mit C. pneumoniae auf das Apoptosever halten
auswirkt. Verschiedenste intrazelluldre Erreger beeinflussen das Apoptoseverhalten infizierter Zellen. Fur C.
trachomatis und C. psittaci lagen scheinbar widerspriichliche Berichte an Epithelzellen bzw. einer Monozyten-Zdlinie
Uber Auslosung bzw. Inhibierung von Apoptose durch Chlamydien vor. Es war also zu vermuten, dass auch
C. pneumoniae einen Einfluss auf das Apoptoseverhalten von Monozyten hat.

Der Frage ob eine Infektion von Monozyten mit C. pneumoniae in vitro zu einer verstérkten Adhéarenz dieser Zellen an

GefaRwanden fiihrt, und ob es hierbei auch zu einer Ubertragung von Chlamydien kommen kann, wurde in
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Zusammenarbeit mit einer Gruppe von Prof. Dr. Neumann im Deutschen Herzzentrum nachgegangen. In vivo kdnnte
eine verstarkte Adhérenz infizierter Zellen eine Ubertragung von Chlamydien auf die GefaRwand ermoglichen, sowie
auch unabhangig davon die Entziindungsreaktion an der Gefélwand verstarken. Zunéchst sollten Versuche an HUVEC-
Monolayern unter statischen Bedingungen durchgefihrt werden, um bei positiven Resultaten die Anhaftung in einem
physiologischeren Durchflussmodell genauer zu evaluieren. Gleichzeitig sollte mittels Durchflusszytometrie die
Expression von Adhasionsmolekiilen auf Monozyten unter Infektion untersucht werden. Diese in vitro Experimente
wurden erganzt durch eine klinische Studie, in der die prophylaktische Wirkung von Roxithromycin auf Restenosierung
nach Stentimplantation ermittelt wurde.

Um einen ersten Anhalt zu gewinnen, welche Signalsysteme an der Auslésung der monozytéren Reaktionen auf
C. pneumoniae beteiligt sind, sollte in Zusammenarbeit mit PD Dr. Korbinian Brand der klinischen Chemie der TU
Minchen untersucht werden, inwieweit Nf-k-B durch C. pneumoniae aktiviert wird. Nf-k-B ist ein
Transkriptionsfaktor, der eine Schliisselstelle bei Entziindungsreaktionen darstellt. Auch bei der Entwicklung der

Arteriosklerose wird dieser Faktor aktiviert.
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1. Antikor per

Chlamydien
CD3

Cbh8
Ch1lic
CD14

CD 40

CD 54 (ICAM)
CbT71

CD 80 (B7-1)
CD 86

CD 95 (fas)
CD 106
MHC | PE
MHCII PE
Isotyp 1
Isotyp 2
Fc-Block

MouselgG 1
lg G 1k
Mouselg G2a
Mouselg G 2a
Mouselg G 2a
MouselgG 1
MouselgG 1
Mouselgg 1l
Mouse Ig Mk
MouselgG 1
MouselgG 1
MouselgG 1
MouselgG 1
Mouselg G 2b
MouselgG 1
Mouselg G 2a

2. Chemikalien, Reagenzien
Agarose

Agarose Standard

[a-32 P (> 3000 Ci/moal)
Aminosauren, nicht essentielle 100X
Ammoniumeisensulfat
Amphotericin

Borsaure

BSA

Chloroform

Cycloheximid, C15H23NO4

DM SO, Dimethylsulfoxid

DNA Farbstoff

DNAse

DNS-Polymerase |

EDTA

Eisessig, Essigsdure 100%

Entellan

I1l. Materialien

FITC
PE
PE
PE
PE
PE
PE
PE
Biotin
PE
Biotin
Biotin
FITC
PE
PE
PE

Biozym
Gibco
NEN, Brussel
Seromed
Merck
Sgma
Merck
Sgma
Roth
Sgma
Sgma

Biochrom
Pharmingen
Becton Dickinson
Pharmingen
Pharmingen
Coulter
Pharmingen
Pharmingen
Pharmingen
Pharmingen
Pharmingen
Serotec
Pharmingen
Pharmingen
Pharmingen
Pharmingen

Pharmingen

Hoechst (33.258, Bishenzimid)

Bohringer

Boehringer Mannheim

Merck
Merck
Merck
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Etoposid
Ethanol 100%
Ethanol 70%
Etidiumbromid
FCS Standard
FCSlow tox
Ficall
Formaldehyd
L-Glutamin
Glucose
Hepes-Pulver
Histopagque 1077/ 1119
Indometacin
I soamylakohol
Kaliumphosphat
Kalziumphosphat
DNA-Leitern
100bp DNA Ladder Plus
1Kb-Ladder
123 Kb-Ladder
Loading Buffer
LPS (E. coli 0111:B4)
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Marker
M20 pBR322DNA/Alul
M23, pUC19DNA/Mspl
MEM alphaMedium
2-Mercaptoethanol
M ethanol
MEM, Minimal Essential Medium
Mineral 6l
NEAA, nicht essentielle Aminosauren
Nicotine +/-
Natriumcitrat
Natrriunphosphat
Natriumhypochlorid 12%
Objekttrager
OPI-Media-Supplement
PBS

Sgma

Merck
Hausapotheke
Roth

Vitromex
Biochrom KG
Biochrom KG
Merck
Seromed
Merck, Hausapotheke
Seromed
Sgma

Sgma

Sgma

Huka

Sgma

Fermenter GmbH
Gibco

Gibco

Sgma

Sgma

Roche/ Perkin Elmer
Merck

MBI Fermenter GmbH
MBI Fermenter GmbH
Gibco BRL

Sgma

Merck

Biochrom

Sgma

Biochrom

Sgma

Merck

Merck

Roth

Menzel Gléser

Sgma

Seromed
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Penicillin/Streptomycin
Phenol (pH 7)
Phenol (pH 4)
Penicillin-Streptomycin
RPMI-low-tox, VLE RPMI 1640
Primer

Myf

Myr
Protease Pepton
10X Puffer
Pyruvat
Saponin
Sucrose
Tag-Polimerase
10X TBE
Tris, Trizym Base
Tris-HCl
Trypsin
Urografin
Y east extract

3. Lésungen, Medien, Puffer, Gel

M ercaptoethanol-Stock

RPMI-Kulturmedium 1640 fiur MM6

MEM - Infektionsmedium

Seromed

Roth
ICN-Biochemicals
Seromed

Seromed, Biochrom

MWG-Biotech
MWG-Biotech
Difco

Roche/Perkin Elmer
Seromed

Sgma

Sgma

Roche Perkin Elmer
Biorad

Sgma

Merck

Seromed

Schering

Difco

70 m konz. Mercaptoethanol
100 ml PBS

500 ml RPMI 1640 low tox
50 ml FCS low tox

5ml 200 nM L-Glutamin
%2 via OPI-supplement

500 ml MEM-Medium

5ml NEAA

5 ml Natriumpyruvat

0,5 ml Cycloheximid Stocklésung



MEM -Kulturmedium

RPM I-Infektionsmedium

RPMI-Kulturmedium

Amobenpuffer

Amobenmedium

Z€ell-Einfriermedium

SPG (pH 7.4-7.6)

Trypsin

500 ml MEM- M

25 ml inaktiviertes FCS
5ml NEAA

5 ml Natriumpyruvat

500 ml RPMI-Medium

50 m Indometacin-Stocklésung

2,5 ml Mercaptoethanol-Stockl 6sung
5ml 200mM L-Glutamin

0,5 ml Cycloheximid Stockldsung

500 ml RPMI-Medium

25 ml inaktiviertes FCS

50 m Indometacin-Stocklésung

2,5 ml Mercaptoethanol-Stocklésung
5 ml 200mM L-Glutamin

1000 ml H,O

10m  04M MgSO,

10m 0,005 M(NH4),Fel[(SO4),
10m 025M NaHPO4*H,O
10m  0.25M KH,PO,4

8m 0.05M CaCl,

19 Natriumcitrat

11 Amdbenpuffer

20 g Protease Pepton
19 Yeast extract

18 g Glucose

70 % Zuchtmedium
20% FCS
10% DMSO

75 g Sucrose

0.52 g KH2PO4

1.22 g Na2HPO4

0.72 gL-Glutamatic Acid

10% 10 X Trypsinin 90 % Aqua dest.
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4. Plagtikwaren

Deckglaschen 12 mm fur Mikroskopie Kittel Gléser
Filtertopfe 0.2 mm Sartorius

Kryo Roéhrchen Innen/AuRengewinde Nunc

Lochplatten 6,12,24 Nunc
Pipettenspitzen Greiner
Pipettenspitzen gestopft Biozym
Resktionsgefélie PCR 0,5 ml Biozym/ Eppendorf
Spritzenfilter 0.2 mMm membra Pure
U-Réhrchen PC 10 ml Nunc

V-Réhrchen PC 10 ml Nunc

V Platten 96 Nunc

V-Réhrchen 15 ml Falcon

V-Roéhrchen 50 ml Falcon
Zéellkulturflaschen mit/ohne Filterdeckel Greiner
Zellschaber 25 cm Greiner

5. Geréte

Brutschrénke Hereus B 5060 EK/CO2
FACS EPICS-PROFILE
Flow Hereus Lamina Air HLB 2472
Heizblock Liebisch
Mikroskope Zeiss
PCR-Maschinen Perkin Elmer
Zentrifugen Hereus

6. Zellen

HeLa (ATCC CCL-2)

Zellinie eines humanen Epithelloid-Karzinoms, die 1957 aus einem Cervixkarzinom einer 31 jahrigen schwarzen Frau
isoliert wurde (ATCC Produktinformation 1999).

Hep-2 (ATCC CCL-23)

Zéllinie eines humanen Larinxkarzinoms. Die Isolation erfolgte 1952 aus Tumoren, die sich in Cortison behandelten
Ratten gebildet hatten, nachdem man ihnen Larynxkarzinomgewebe eines 56 jahrigen Kaukasiers injiziert hatte. Eine
urspriingliche Kontamination mit Mykoplasmen wurde von ATCC durch Kanamycin Behandlung eliminiert. Seit
Kurzem besteht der Verdacht, dass es sich bei dieser Zellinie auch um einen Hel.a Zellklon handeln kénnte, der durch
Kontamination entstandenist (ATCC Produktinformation 2001).

NCI H292 (ATCC CRL-1848)

Zéllinie eines humanen mucoepidermoiden Lungenkarzinoms. Die Zellinie wurde aus einer Lymphknotenmetastase
einer 32 jahrigen Schwarzen isoliert und an Wachstum in serumhaltigem RPMI-Medium adaptiert. Die Merkmale einer

mucoepidermoiden Zelle bleiben auch in Kultur erhalten (ATCC Produktinformation 1999)
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MonoMac6 (MM6)

Humane monozytéare Zellinie, mit Charakteristika eines reifen Monozyten, welche aus dem peripheren Blut eines
Patienten mit monoblastischer Leuk@mieisoliert wurde (Ziegler-Heitbrock et al. 1988).

THP-1 (ATCC TIB-202)

Humane Monozyten-Zellinie welche aus einem méannlichen Patienten mit Akuter Myeloischer Leukamie isoliert wurde
(ATCC Produktinformation 1999)

RAW (ATCCTIB-71)

Adhérent wachsende murine Makrophagen-Zellinie aus einer méannlichen Balb/c Maus. Diese Zellinie wurde nach
Induktion eines Tumors mittels Abelson M&use Leukémie Virus isoliert. Die Zellen produzieren keine Retroviren
(ATCC Produktinformation 1999)

ANA

Adhérent wachsende murine Makrophagen-Zdllinie.

7. Chlamydiensgdmme

C. pneumoniae ATCC 1310; TWAR (CDC/CWL-029)

Isoliert aus dem Rachenabstrich eines Pneumonie Patienten (ATCC Produktinformation 1999).

C. pneumoniae ATCC 1360 (CM-1)

Isoliert aus dem Sputum eines 58 Jahre alten Pneumonie Patienten, serologisch identisch mit dem Referenz Stamm TW
183 (ATCC Produktinformation 1999).

C. pneumoniae MUL

Von Maal3 et a. aus Patientenmeterial isolierter Stamm, mykoplasmenkontaminiert (freundlicherweise von Maal3 zur
Verflgung gestellt).
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V. Methoden

1. Anzuchtverfahren

1.1. Zdlkultur
Die Zellen wurden a 10° Zellen/ml Zuchtmedium in Kulturflaschen ausgesit und im Brutschrank bei 35° mit 5% COo

Begasung bebritet. Bei filterlosen Flaschen wurde der Deckel einen Spalt offen gelassen, um Gasaustausch zu
gewdhrleisten. Alle 3 Tage wurden die Zellen umgesetzt. Adhérente Zellen wurden hierfir durch Inkubation mit
Trypsin (ca. 5 min) im Brutschrank gel6st. Durch Aufnahme in PBS plus FCS und anschlief3endes Abzentrifugieren (5
min; 1200 rpm) wurden die Zellen gewaschen und anschlieBend in Zuchtmedium (10° Zellen/ ml) resuspendiert. Die
Anzahl vitaler Zellen wurde nach Farbung mit Eosin in einer Neubauer Z&hlkammer ermittelt

Frische Zellen wurden rasch aufgetaut, z.B. im 37° Wasserbad, in Medium gewaschen und in entsprechendem
Kulturmedium plus 10% FCS angeziichtet.

Fur Zellstocks wurde einer konzentrierte Zell-Suspension (2 x 106 -2 x 108 Zellen /ml in Medium) mit 20-30% FCS
und 10-20% DMSO versetzt und auf 1 ml Kryoréhrchen verteilt. Die Réhrchen wurden nach schrittweiser Abkihlung
in flussigem Stickstoff gelagert.

1.2. Infektion des Zellrasens

Prinzip: Es wird ein Hep-Zellrasen angelegt, diesar wird mit einer Chlamydiensuspension infiziert. Durch
Zentrifugieren wird das Eindringen der Chlamydien in die Zellen erleichtert. Im Infektionsmedium befindet sich
Cycloheximid, welches die Proteinsynthese der Eukaryonten am 80S-Ribosom blockiert und damit der Chlamydie
einen Wachstumsvorteil verschafft. Nach 3 Tagen erntet man die Chlamydien, indem man den Zellrasen abkratzt, die

Zellen durch Vortexen mit Glaskugeln zerstort und so die infektidsen Elementarkérperchen freisetzt.

Tag 1: Hep-2 oder NCI  Zllen wurden in 6Lochplatten verteilt (ca. 400 000 Zellen in 2 ml pro Loch). In
einen Napf wurde ein Deckglaschen gegeben. Die Zellen wurden 12-24 Stunden im Brutschrank bei
35°C und 5% CO,, bebriitet.

Tag 2 Nach Kontrolle des Zellrasens im Umkehrmikroskop wurde das Medium von den Zellen abgesaugt
und die Chlamydiensuspension in Infektionsmedium hinzugeben (2 ml pro Loch). Die 6-Lochplatten
wurden eine Stunde bei 3500 U und 35°C zentrifugiert und anschlieend im Brutschrank 35° und 5%
COy kultiviert.

Tag4/1: Das Deckglaschens wurde entnommen und auf Chlamydien angeférbt um die Intensitét der Infektion
zu kontrollieren. Die 6-Lochplatten fur die ndchste Generation wurden vorbereitet.

Tag 5/2: Die Zellen wurden mit einem Zellschaber abgekratzt.
Ein Teil der Ernte wurde ohne weitere Behandlung nach langsamer Abkihlung bei -70°C gelagert.
Ein kleiner Teil der Ernte diente dem Herstellen der Infektionssuspension fir die néchste Generation.
Die benttigte Menge an Chlamydien-Zellsuspension wurde in 50 ml \fRohrchen gefllt (je nach
Stérke der Ausgangsinfektion liefRen sich mit der Ernte eines Napfes 6-20 neue N&pfe infizieren). Die

Zellen wurde durch 3 min Vortexen mit 20-50 Glasperichen aufgeschlossen. Die so behandelte
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Chlamydien-Zellsuspension wurde mit Infektionsmedium auf die bendtigte Menge aufgefillt um die
vorbereiteten Platten zu infizieren (12 ml pro 6- Lochplatte).
Dieses Verfahren erwies sich nach einer Reihe von Vorversuchen als gut geeignet. Fur die in dieser Arbeit dargestellten
Versuche zur Optimierung des Anzuchtverfahrens wurde es in Bezug auf verschiedensten Parameter wie z.B. Zellinie,
Zentrifugationsdauer und Temperatur, Erntezeitpunkt, Dichte des Zellrasens und Zusatz von Cycloheximid variiert. In
den Versuchen wurde im Allgemeinen eine maximale Konzentration von ca. 0.5 inclusion forming units (ifu) / Zelle

sowie 2 weitere geometrische Verdiinnungsstufen also ca. 0,25 und 0,12 ifu/Zelle eingesetzt.

1.3. Férbungen der Chlamydienpr &par ate fir das Mikroskop

Adhérente Zellen wurden auf Glaskulturtrégerchen in Lochplatten gezlichtet. Diese Glaschen wurden nach der
Fixierung auf Objekttréger geklebt (mit Entellan) und anschliefRend geférbt. Nicht-adhérente Zellen wurden mittels
Zytospin auf einen Objekttrager gebracht, in Methanol fixiert und geférbt.

Fir die Farbung verwendeten wir den Test Kit von Progen. Die Férbelosung enthdlt einen FITC-konjugierten
genusspezifischen AK gegen Chlamydien LPS, und als Gegenféarbung fur die Zellen Evansblau. Proben wurden nach
Waschen in PBS 10 min in Methanol fixiert, an der Luft getrocknet und anschlief3end mit 10 m Farbelsung 30 min in
einer feuchten Kammer inkubiert. Anschlieffend wurden die Proben 5 min in einem PBS Bad gewéssert, nach
Lufttrocknung mit Eindeckmedium bedeckt und mdglichst bald mikroskopiert. Dauerpraparate wurden bei —20° im
Dunkeln gelagert um ein Ausbleichen des FITC-Farbstoffes zu vermeiden. Die Zellen erscheinen unter dem

Fluoreszenzmikroskop in Olimmersion rot, wiahrend die Chlamydien griin leuchten.

1.4. Bestimmung der Effizienz der Infektion

Die Anzahl der Einschlusskérper (EK) gilt algemein als MaR fir die Stérke einer Chlamydieninfektion. Um die
verschiedenen Verfahren zu vergleichen wurden 48 Stunden nach Infektion pro Ansatz ein bis zwei Kulturtrdgerchen
auf Chlamydien geférbt und die EK in je nach Stérke der Infektion in 4 bis 10 Gesichtsfeldern ausgezéhlt und hieraus
der Mittelwert der EK pro Gesichtsfeld berechnet. Das zu Beginn unserer Untersuchungen verwendete Mikroskop
wurde spéter durch ein Mikroskop mit einem grofReren Gesichtsfeld ersetzt. Dadurch wurden in spéteren Versuchen
entsprechend mehr EK/Gesichtsfeld ausgezahit. Auf die genaue aufwendige Bestimmung der eingesetzten Chlamydien-
Konzentration wurde bei den Experimenten zum Vergleich der Anzuchtmethoden meist verzichtet. Die aus den
Diagrammen ersichtliche Anzahl der Einschlusskorper im Standardverfahren ist ein recht genaues Mald fur die
Infektionsdosis und reicht fir einen Vergleich der Verfahren. Eine Angabe der eingesetzten Volumina macht keinen

Sinn, da die Chlamydien-K onzentrationen in frischen Ernten stark schwanken.

1.5. Bestimmung der Infektionsdosis
Esist allgemein Ublich, die Infektionsdosis von Chlamydien in inclusion forming units (IFU/Volumen) anzugeben, d.h.
der Anzahl der Chlamydien, die unter optimalen Kulturbedingungen in der Lage sind, eine Zelle zu infizieren und einen
Einschlusskorper zu bilden.

EK / Gesichtsfeld X Gesamtgrundflache
Berechnung der IFU/ml :

Volumen der Infektionslsy. x Flache eines Gesichtsfeldes
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Da sich die Zahl der Einschlusskorper nicht direkt proportional zur Anzahl der Chlamydien verhélt sondern bei
steigender Chlamydien-K onzentration einem Maximalwert nahert, und schliefdlich durch Schadigung des Zellrasens und
weiteren ungeklarte Mechanismen wieder abféllt (siehe Abb. 4) fuhrten wir mit den zu bestimmenden Suspensionen
Verdunnungsreihen auf Hep-2-Zellen durch, und berechneten die Zahl der Ifu aus Mittelwerten im linear steigenden

Teil der Kurve.

1.6. Aufreinigungsverfahren

Grobe Aufreinigung

Fur Vorversuche z.B. im Rahmen der Untersuchungen zur Apoptose wurden aus Zeitgrinden teilweise auf eine

grundliche Aufreinigung verzichtet und nur ,grob aufgereinigte® Chlamydien verwendet. Hierfir wurde 72 Stunden

nach Infektion das Infektionsmedium abgesaugt und der Zellrasen einmal mit Medium gespllt. Anschlief3end wurden
die Zellen abgekratzt, in lowtox Medium aufgenommen und mit Glaskugeln gevortext. Die Zdltrimmer wurden durch

10 min. Zentrifugation bei 1200 U abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in Versuchen eingesetzt.

Aufreinigung mittels Ur ogr afingr adientenzentrifugation

Eine griindliche Aufreinigung wurde mittels Gradientenzentrifugation mit Urografin folgendermal3en durchgefuhrt:

1. Chlamydien und Zellen wurden durch eine 20-30 minutige Zentrifugation der Chlamydienernte bei 8000g
konzentriert. Das Pellet wurde in einer kleinen Menge PBS resuspendiert.

Die Chlamydien wurden durch Vortexen mit Glasperlen freigesetzt.

3. Die Suspension wurde gepoolt. Die groben Zelltrimmer werden durch niedrig touriges Zentrifugieren (10 min bei
1000U/min) der Suspension entfernt.

4. Die so vorgereinigte Suspension wurde mit einer 30-35 prozentigen Urografinlésung unterschichtet. Darunter
wurde ein weiteres 50 prozentiges Sucrosekissen geschichtet. Die Roéhrchen wurden durch Zugabe von PBS
austariert und eine Stunde bei 10.000 g =zentrifugiert. Die Gadientenzentrifugation wurde in einer
Festwinkel zentrifuge in einem 200 ml Becher durchgefiihrt. Es wurden hierbei 30 ml Chlamydiensuspension, 30 ml
Urografin und 20 ml Sucrose eingesetzt.

5. Das Chlamydien-haltige Pellet wurde fir einen weiteren Waschschritt in PBS oder Medium resuspendiert und
anschliefend wieder abzentrifugiert (1 Std., 10.000 g). Um DNA Reste, die auch zu Verklumpung der Chlamydien
fuhrt zu entfernen, wurde das Pellet vor Resuspension meist 10 min mit DNAse behandelt.

6. Die gereinigten Chlamydien wurden je nach Ausgangsmenge in 520 mi RPMI 1640 low tox resuspendiert, auf 1
ml Kryoréhrchen verteilt und bei —80°C gelagert.

7. Um einen Anhalt fir die Reinheit zu gewinnen wurden 10 m auf einem Objekttrager hitzefixiert und anschlie3end
mit dem normalen Chlamydienfarbstoff gefarbt.

8. Zur Kontaminationskontrolle wurden einige m auf Blutagar ausgestrichen und einige n fir eine Mykoplasmen
PCR aufbewahrt.

9. Um Anhalt fur Chlamydienmenge und Reinheit zu erhalten wurde teilweise mit einigen m eine Proteinbestimmung
durchgefuhrt

10. Die Konzentration der infektidsen Einheiten (ifu) in der aufgereinigten Suspension wurde mittels einer

Verdunnungsreihe auf Hep-2 Zellen mit wieder aufgetautem Material bestimmt (siehe 1.5.)
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1.7. Kontrolleder Zdlkultur auf Mykoplasmen-K ontaminationen

Da Kontamination mit Mykoplasmen insbesondere bei der Anzucht von Chlamydien sehr haufig sind (Uphoff &
Drexler 1999;Huniche et al. 1998), sich aber mit kontaminierten Chlamydien keine seridsen Untersuchungen
durchfiihren lassen Uberpriften wir das Anzuchtsystem wie in der entsprechenden Literatur empfohlen durch
Kombination zweier Methoden (Hopert et al. 1993;Uphoff & Drexler 1999).

Die Zédllkulturen wurden mittels DNS-Farbung durch DAPI tberprift. In einer solchen Farbung erscheint der Zellkern
klar und leuchtend, das Zytoplasma zeigt eine leichte Hintergrundsfarbung. Die Mykoplasmen erscheinen als relativ
schwach geférbte, leicht unscharfe krisselige Kdrperchen auf und an den Zellen, bei massiver Kontamination auch
zwischen den Zellen (siehe Bild 3,4).

Als weitere Kontrolle fir Zellkulturen und aufgereinigte Chlamydien etablierten wir die unten beschriebene Genus-
spezifische Mykoplasmen PCR, unter Verwendung bereits beschriebener Primer (van Kuppeveld et al. 1994avan
Kuppeveld et al. 1994b).

M aster mix: Zyklusbedingungen Heizblock (Biometra):
H,0 295 Vorwérmphase: 5sec  95°C

10xPuffer 5m Denaturation 30sec 95°C

MgCl 7m Annealing 30sec 63°C

MqgCl 7m Primer extension 30sec 72°C

duTP 2nm

Myf-primer 05m Gel:

Myr-primer 05m Ethydiumbromid 10m

Tag-polymerase 05m Agarose 0849

Probe 5m 05TBE 2m

Pré&paration von DNA

36 Millionen Zelen wurden in  enem ,2 m Epi“ in 100 m NaCl suspendiert. Nach Zugabe von 500m
Digestionspuffer (bestehend aus 100 mM NaCl + 10 mM Tris-Cl/pH 8,0 + 25 mM EDTA/pH 8,0 + 0,5% SDS-Sodium:
Dodecyl-Sulfat) und 5 m Proteinase K (Stockkonz. 20 mg/ml) wurde der Ansatz 60 min. bei 56°C im Heizblock
inkubiert. Den Proben wurde 500m Phenol (Roti-Phenol fir DNA/RNA; pH 7,4-8,0; bei 4°C gelagert) und nach
grindlichem Vortexen 300m eines Chloroform-lsoamyl-Gemisches (Verdiinnung 24:1; bei 4°C gelagert) zugesetzt.

Die Suspension wurde nach 10 min Kuhlung bei -20°C fir 20 min bel 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert. 400m vom
dem klaren Uberstand wurden abpipettiert, in ein neues 2 ml Epi gegeben und mit 1,3 ml 100 prozentigem Ethanol (bei
-20°C gelagert) und 40 m Natriumacetat gevortext und 1h bei -20°C félen gelassen (alternativ 12-24h). Anschlief3end
wurden die Proben 20 min. zentrifugiert (13.000 rpm, 4°C). Das Pellet wurde in 1 ml 70 prozentigem eiskalten Ethanol
resuspendiert und wieder zentrifugiert (20 min. 13.000 rpm). Der Waschschritt in Ethanol wurde einmal wiederholt. Der
Uberstand wurde wieder vorsichtig abpipettiert und der restlichen Uberstand im Heizblock bei 45°C verdampfen

gelassen.
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Gelelektrophorese:
5 m Laufpuffer wurden mit 15 ni PCR Produkt gemischt und davon 18 ni in eine Geltasche gegeben. In eine Tasche

pro Gdl wurden 5 m der M23-Leiter gegeben. Die DNA wurde 30 min bei 120 V aufgetrennt und gleich anschlief3end
unter der UV-Lampe fotografiert.

1.8. Infektion von Amoben mit C. pneumoniae

Amoben wurden durch Zentrifugation bei 1000U mit Infektionsdosen von bis zu 10 IFU/ Zelleinfiziert.

Fur die mikroskopische Darstellung wurden infizierte Amoben wie nicht adhérente Zellen in PBS gewaschen und auf
Objekttrager zentrifugiert. Nach Fixierung durch eine Ethanolentwéasserungsreihe wurden sie mit dem Ublichen Testkit
geférbt.

Es wurden zwei gleichwertige Ernteverfahren angewendet. Im ersten Verfahren wurden die Amében nach Entfernen
des Uberstandes, dhnlich wie bei der normalen Ernte von Kulturzellen, mit Glaskiigelchen gevortext. In dem anderen
Verfahren wurden die Amoben nach Entfernen des Uberstandes in eine 0,1% Saponinldsung aufgenommen und dreimal

durch eine 29-gauge Spritzennadel gepresst.

2. Interaktion monozytarer Zelen mit Chlamydia pneumoniae

2.1. Infektion von Monozyten

Fir die Etablierung des Infektionsverfahrens von Monozyten wahlten wir die Mono-Mac-6 Zellinie, da diese von allen
bekannten Zellinien die meisten Charakteristika eines reifen Monozyten hat (Ziegler-Heitbrock et al. 1988). Auch bei
der Uberpriifung der Infizierbarkeit weiterer Zellen wie THP-1, RAW, peripherer Blutmonozyten und dendritischer

Zéellen diente sie als Vergleich. Die Infektionsraten wurden mittels Zytometer bestimmt und mikroskopisch kontrolliert.

2.1.1. Infektionsverfahren fir Monozyten

1. Die Monozyten wurden in PBS oder Medium gewaschen, in Toxin freies Medium (200 000 Zellen/ml)
resuspendiert und 24 Stunden im Kulturgefal ruhen gelassen.

2. Aufgereinigte Chlamydiensuspension (ca. 10 ifu/Zelle) wurde vorgewadrmt hinzu gegeben.

3. Das entsprechende Gefal wurde 10 min vorsichtig geschwenkt, um Kontakt zwischen Zellen und Chlamydien zu
ermdglichen.

4. Wenn ausschliefllich die Wirkung der intrazelluldren Chlamydien untersucht werden sollte wurde das Medium
nach 1. Stunde ausgetauscht.

5. DieZellen wurden unter den tiblichen Bedingungen (35°, 5% COs) im Brutschrank gehalten.

2.1.2. Intrazdlulére ChlamydienFéarbung von Zelen fir FACS Analysen

Um in FACS-Analysen infizierte Zellen von nicht infizierten unterscheiden zu kénnen mussten die intrazellulér
liegenden Chlamydien angeférbt werden. Wir modifizierten hierzu eine Anleitung fir intrazellulére Férbung von
Interleukinen. Die Zellen werden gewaschen und mit Paraformaldehyd fixiert. Die Zellwand wird durch Saponin pords
gemacht, so dass intrazellulére Interleukine bzw. Chlamydien durch Zugabe eines Antikorpers geférbt werden kénnen.

Die Schritte des Farbeverfahrens sahen im Einzelnen folgendermal3en aus:
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10.

Die Zellen werden in PBS ohne FCS, BSA, Ca oder Mg (PBSo.) gewaschen und anschlie?end in PBS o.

aufgenommen (ca. 1x 10° - 1 x 10" Zellen/ ml). (Adhérente Zellen werden vorher mittels Trypsin abgeldst und in
PBS suspendiert.)

4% Formaldehyd wird im Verhdltnis 1:1 dazugegeben (Endkonzentration 2%) und die Zellen so 10-20 min. bei
Raumtemperatur fixiert.

Anschlief?end werden die Zellen wieder in PBSo gewaschen und in PBS plus BSA 5%, plus acid 0.05% (PBS BSA
acid) auf ca 5x 10° Zellen / ml resuspendiert.

Die Suspension wird in Portionen von 100-150m der Suspension in Eppendorftubes oder auf eine 96 V-Lochplatte
verteilt und bei 2000 rpm Zellen abzentrifugiert.

Der Uberstand wird durch vorsichtiges Ausklopfen verworfen und die Zellen in 50m Farbeltsung (PBS BSA acid,
plus 0.5% Saponin, plus 5% FITC markierter Chlamydien-Antikorper ohne Evansblau) resuspendiert.

Nach 30 min. Inkubation bel Raumtemperatur in Dunkelheit werden die Zellen wieder bei 2000 rpm abzentrifugiert

und anschliefend in 50 m PBS BSA acid plus 0.5% Saponin resuspendiert um ungebundene Antikorper 20 min. bei
Raumtemperatur in Dunkelheit aus den Zellen diffundieren zu lassen.

Die Zdlen werden wieder abzentrifugiert und fur die Messung am FACS in 300m PBS BSA acid aufgenommen
und in FACS-Ro6hrchen gefllt.

Messung am FACS

Die Ergebnisse der FACS-Messung werden durch mikroskopische Préparate (siehe 1.3. Farbungen der
Chlamydienpraparate) auf Plausibilitat Gberprift

2.1.3. I solation von Monozyten aus peripherem Blut

1

In ein 50 ml Zentrifugenréhrchen wurden 12 ml Histopaquea -1119 gegeben und mit Histopaquea -1077
Uberschichtet.

Auf den oberen Gradienten wurden 24 ml Vollblut geschichtet.

Das Rohrchen wird 30 Minuten mit 700g bei Raumtemperatur zentrifugiert.

Das Zentrifugenrdhrchen enthielt 6 Schichten: ein unterstes Pellet mit roten Blutkorperchen (C), darauf
Hisopaquea -1119, darauf eine undurchsichtige Schicht mit Granulozyten (B), darauf Hisopaquea -1077, darauf
eine undurchsichtige Schicht mit mononukleédren Zellen und Thrombozyten (A), darlber als letzte Schicht das
durchsichtige Plasma.

Das Plasma bis einschliefilich 0,5 cm der anschlief3enden Schicht (A) wurde abpipettiert und verworfen.

Schicht A mit Monozyten wurde abpipettiert und in Rohrchen geben. (Analog kénnen im néchsten Schritt die
Granul ozyten gewonnen werden).

Die Zellen wurden 2x in PBS gewaschen, gezéhlt und in Medium resuspendiert.

Nach einer Stunde wurde das Medium mit den ,schwimmenden® Thrombozyten von den mittlerweile

adhérierenden Monozyten entfernt und durch frisches Medium ersetzt.

2.2. Expression von Ober flachenr ezeptoren auf M onozyten

Fir diese Versuche wurden die humanen monozytéren Zellinien MM6 und THP-1 verwendet. Die Zellen wurden, wie

unter , 1. Infektion von Monozyten“ beschrieben, mit unterschiedlichen Chlamydienstdmmen und Infektionsdosen
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infiziert. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion wurden Oberflachenmarker einzeln und gleichzeitig mit
Chlamydien gefarbt und mittels FACS analysiert.

2.2.1. Oberflachenfarbung fur FACS

Die zuverlassigsten Ergebnisse fur Oberflachenfarbungen erreicht man, wenn man die Zellen ,lebendig* férbt und
anschlieffend erst fixiert. Bel samtlichen von uns verwendeten PE- und FITC- markierten Antikdrpern ergaben sich
weitgehend identische Werte bei Farbung nach dem Fixieren (Daten nicht gezeigt).

Oberflachenfarbungen mit FITC- und PE- markierten AK wurden also nach dem gleichen Schema wie die
Chlamydienfarbung durchgefihrt, mit dem Unterschied, dass kein Saponin benétigt wurde und eine AK-Konzentration
von 2% ausreichte.

Das Férben fixierter Zellen mit biotinmarkierten Antikorpern war nicht mdoglich, da Streptavidin aleine fixierte Zellen
schon deutlich anférbte (Daten nicht gezeigt). Fir Farbungen mit biotinmarkierten AK wurden aso frische Zellen in
FCSfreiem PBS gewaschen und 20 min mit 2% AK geférbt. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen 20
min mit Streptavidin inkubiert. (Streptavidin bindet sich an Biotin. Es l&sst sich wie PE zu roter Fluoreszenz anregen.)
Nach der Entfernung von ungebundenem Farbstoff durch Waschen in PBS wurden die Zellen wie oben beschrieben in
Paraformaldehyd fixiert.

2.2.2. Kombination der Chlamydienfarbung mit Ober flachenféar bungen

Doppelfarbungen waren nétig, um in FACS-Analysen abgrenzen zu kénnen, ob ein Oberfléchenmarker innerhalb der
infizierten Charge eher auf der erfolgreich infizierten, d.h. chlamydienhaltigen Population, oder auf der
chlamydienfreien Teil population hoch oder herunter reguliert wird.

Doppelfarbungen mittels PE-markierten AK und FITC-markierten Chlamydien-Antikérper wurden durch gleichzeitige
Zugabe in dem oben beschriebenen Chlamydien Farbeverfahren durchgefihrt.

Fur Doppelfarbungen mit biotinmarkierten AK wurde erst die Oberfléche der nicht fixierten Zelle wie beschrieben

geféarbt und die klassi sche Chlamydienfarbung angeschl ossen.

2.3. Einflussvon C. pneumoniae auf Apoptosever halten

2.3.1. Auddsung der Apoptose durch Apoptosegifte
Fir die Ausl6sung der Apoptose wurden Zellen 6 Stunden mit Apoptosegiften im Brutschrank inkubiert. Es wurden die
Konzentrationen verwendet bei welcher in den mikroskopischen Bestimmungen 50% der Zellen fragmentierte Kerne

aufwiesen. Die entsprechenden Werte [m Stocklosung/ml Medium] sind aus Abbildung 4 ersichtlich. Die
Stockldsungen enthielten 20 uM Staurosporin pro ml und 40uM Etoposid pro ml.

MM6 THP-1 Hep-2 Hela NCI
Staurosporin 12-25 12 50-100 2550 100-200
Etoposid 2550 12-25 >100 >100 >100

Abbildung 4: Apoptosegiftmengen (I Stocklésung) fir 50% Apoptoserate
In den spateren FACS-Analysen wurden allgemein niedrigere Apoptoseraten al's durch die mikroskopische Auszéhlung
gemessen.



2.3.2. Beurtellung der Apoptose mittels mikroskopischer Préparate

Apoptose wurden mikroskopisch nach Anférben der Zellkerne mit DNA Farbstoffen (Acridiniumiodid, DAPI) durch
Beurteilung der Kernmorphol ogie untersucht.

Um den Einfluss von Chlamydien auf die Apoptose zu bestimmen, wurden Zellkern und Chlamydie innerhalb der Zelle
gleichzeitig mit verschiedenen Farbstoffen dargestellt. Die Chlamydien wurden hierfir zun&chst grindlich nach
Protokoll mit dem Chlamydienfarbstoff ohne Evansblau geférbt, um sie anschlief3end nur eine Sekunde durch den 1:60
verdinnten Pl-Farbstoff zu ziehen und gleich darauf in PBS zu waschen. Mittels des digitalen Fluoreszenzmikroskops,
liefd sich schwache Farbung der Chlamydien-DNA mit Pl unsichtbar machen (siehe Bild 1,2). Eine weitere M&glichkeit
bestand darin, die Chlamydien mit einem PE-markierten AK und die Kerne mit DAPI anzufarben und die Bilder am
digitalen Fluoreszenzmikroskops tbereinander zu legen bzw. gleichzeitig in beiden entsprechenden Wellenléngen

anzuregen.

2.3.3. Beurtellung der Apoptose mittelsFACS

Prinzip: Propidiumjodid interkaliert in die DNS-Strange und emittiert nach Anregung Licht, welches bei einer
Wellenlange von 480 nm gemessen werden kann. Durch Auftragen der Fluoreszenzintensitét gegen die
Spitzenfluoreszenz konnen die Einzelzellen von zusammenhéangenden Zellen abgegrenzt, und fir die
A poptosebestimmung ausgewdahlt werden. Tragt man die Zellzahl gegen die Fluoreszenzintensitét auf, finden sich links
von den Peaks der diploiden und den tetraploiden Zellen und den dazwischen liegenden Zellen in der Synthese-Phase
die apoptotischen Zellen mit vermindertem DNS-Gehalt. Die Apoptoserate lasst sich am Besten in logarithmischer
Auftragung beurteilen. Eine genauere Zellzyklusanalyse ist in linearer Darstellung maglich (siehe Abb. 40).

Die einfache Propidiumjodidfarbungen wurde fol gendermalen durchgeftihrt:

1. DieZdlenwurden wiefir die Chlamydienfarbung in PBS gewaschen, fixiert und mit Saponin permeabilisiert.

2.  Eswerden 100m RNAse (1 mg/ml) pro ml zugegeben und ca. 10 min inkubiert.

3. AnschlieRend werden 100m Propidiumjodid (0,4 mg/ml) pro ml zugegeben und ca. 10 min inkubiert.

4. FACS-Analyseist anschlieflend ohne weitere Waschschritte moglich.

Fir Doppelfarbungen zur Beurteilung der Apoptose am FACS wurden die Chlamydien nach Protokoll geférbt,
anschlieflend Pl und RNAse hinzu gegeben und nach 20 min Inkubationszeit in PBS gewaschen. Durch diese Methode
lief3 sich klar unterscheiden ob eher infizierte oder nicht infizierte Zellen apoptotisch werden. Sie ermdglichte alerdings
keine 100%ig genaue Messung der Apoptoserate, da die Doppelférbung bei infizierten Zellen teilweise leicht hdhere
Apoptoseraten ergab, als die Einzelférbung mit Pl (siehe Abb. 40).

2.3.4. Darstellung der DNS-Fragmente auf einem Agar osegel

Die mikroskopisch und per FACS (wie unter 2.5 und 2.6 beschrieben) gemessene Apoptose wurde durch Darstellung
der DNS Fragmentierung bestétigt. Prinzip: Die DNS wird nach Lyse der Zellen extrahiert. Die DNS wird in einem
Agarosegel aufgetrennt. Die grofRen intakten DNS-Strénge bleiben in der Geltasche, die fragmentierte DNS wandert im
Gel. Die DNS von ca. 2 Millionen Zellen wurde wie fir die PCR aufbereitet (siehe unter 6: Préparation von DNA).
15m der extrahierten DNS wurden mit 31 Laufpuffer in die Taschen eines 1,5 prozentigen Geles gegeben. Als
GroRenmarker wurde eine 100 Basenpaar- Leiter verwendet. Nach 30 min bei 120V wurde das Gel unter der UV-
Lampe fotografiert (siehe Abb. 39).
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2.4, Messung der Adhasion von Monozyten

Die Adhésion von Monozyten wurde in 96-Well-Platten an HUVEC-Monolayern (humane, aus der Nabelschnur
isolierte  Monozyten) und an immobilisierten Proteinen der extrazelluldren Matrix (Fibrinogen, Fibronektin,
Vitronektin) bestimmt. Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde wurden die nicht adhérenten Monozyten durch
schonendes Waschen entfernt. Die Quantifizierung der Adhésion erfolgte durch mikroskopisches Auszéhlen.

Die Werte wurden dberprift durch Markierung der Monozyten mit Fluoreszenz-Farbstoffen (BCECF/AM) und

Auswertung mittels FlouroCount, Microplate Fluorometer.

2.5. Bestimmung von NF-k-B mittels Gelr etar dier ungsassay

2.4.1. |solierung nukledrer und zytosolischer Extrakte

THP-1-Zellen bzw. MM6 (je 3 Mio.) wurden abzentrifugiert (200g, 7 min.) und einmal in PBS gewaschen. Die
Zellpellets wurden resuspendiert in Puffer A (0,1 Nonident p-40; 10 mM Hepes; 10 mM KCI; 1,5 mM MgCl2; 05 ml
DTT; 300 mM Saccharose; je Tng/ml Pepstatin, Antpain; Chymostatin; Aprotinin; 0,1 ng/ml Leupeptidin; 0,5 mM
PMSF) und darin 5 min inkubiet um die Zellmembranen aufzubrechen. Nach dem anschlief3enden
Zentrifugationsschritt (15.800g, 10 sec.) wurde der Uberstand mit der zytosolischen Fraktion von den noch intakten
Zellkernen abgenommen und bei —80° gelagert. Um eine Kontamination der nukledren Extrakte durch zytosolische
Proteine zu vermeiden, wurden die Kerne einmal in Puffer A gewaschen und erneut zentrifugiert. Die Pellets wurden
daraufhin in Puffer B (20 mM Hepes, pH 7,9; 100 mM KCI; 100 mM NaCl; 20% Glycerin; 0,5 mM DTT; Protease
Inhibitoren wie in Puffer A) aufgenommen und die Kernmembranen mit Hilfe eines Ultraschallintegrators zerstort.
Durch Zentrifugation (15.800g, 10 sec) liefien sich die Membranfragmente abtrennen. Die nukledren Proteine wurden
ebenfalls bei —80°C aufbewahrt.

2.4.2. Gelretardierungsassay

Die Anwesenheit des DNS-bindenden Transkriptionsfaktors NF-k-B wurde mittels Gelretardierungsassay unter
Verwendung doppelstrangiger Oligonukleotide mit  Erkennungssequenzen nachgewiesen. Als NF-k-B-
Konsensussequenz diente ein Oligonukleotid mit dem prototypischen Igk-Motiv (5 -CAGAGGGACTTTCCGAGA -3).
Dieses Oligonukleotid wurde in Anwesenheit der erforderlichen Nukleotide durch das Klenow-Fragment der DNS-
Polymerase | (Boehringer Mannheim) mit R-32 P](> 3000 Ci/mol)(NEN, Brissel) markiert. Als Kontrollen wurden
Oligonukleotide mit Erkennungssequenzen fir den Konstitutiv aktivierten Transkriptionsfaktor Sp-1 (5-
ATTCGATCGGGCGGGGGCGGGGCGAGL-3)  verwendet, der  mittels  T4-Polynukleotidkinase  (Bohringer
Mannheim) mit [g-32PJATP(>5000 Ci/mol)(NEN) markiert wurde. Nicht gebundene Nukleotide wurden Uber eine
Sephadex G25-Saule (Bohringer Mannheim) abgetrennt. Gleiche Mengen an extrahierten nukledren Proteinen (2-5ng)
wurden in Bindepuffer (20 mM Hepes, pH 7,90 50 mM KCI; 1 mg/ml BSA; 05 mM EDTA; 1 mM DTT; 0,1%
Nonident R40; Glycerin; 50 ng Poly[d(I-C)]/m (Bohringer Mannheim)) aufgenommen und 30 nin mit der radioaktiv
markierten DNA-Probe (10 ng, 100000 cpm) inkubiert. Nach Zugabe eines Laufpuffers (0,25xTBE-Puffer; 40%
Glycerin; 0,2% Bromphenolblau) erfolgte die Auftrennung der Proteine in einem 6%igen Polyacrylamidgel in 0,25
TBE-Puffer Als positive Kontrollen dienten routinemé@Rig Extrakte von LPS-stimulierten (Ing/ml) THP-1 Zellen.
Qualitét und gleichmafiige Proteinkonzentration der untersuchten nukleéren Extrakte wurden parallel durch Inkubation
mit dem Sp-1-Oligonukleotid Uberprift. Die quantitative Auswertung der getrockneten Gele erfolgte mittels
Autoradiographie (DuPont, Bad Homburg) und Densitometrie (MWG Biotech, Ebersberg).
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V. Ergebnisse

1. Optimierung des Anzuchtverfahrens

1.1. Einflussder Infektionsdosis auf I nfektionsrate

Eine Chlamydiensuspension wurde in 6-Lochplatten auf einem Hep-2 Zellrasen geometrisch verdinnt. Die 6
Lochplatten wurden dem Standard-Infektionsverfahren unterzogen. Nach 48 Stunden wurden Zellkulturpréparate durch
Immunfluoreszenz geférbt und die Zahl der Einschlusskorper pro mikroskopischem Gesichtsfeld bestimmt.

Die Zahl der Einschlusskorper stieg im Bereich niedriger Konzentrationen direkt proportional mit der Infektionsdosis
(Abb. 5). Ab Konzentrationen von ca. 0.75 ifu/ Zelle verlangsamte sich der Anstieg. Eine Ethéhung der Dosis Uber 1,5
ifu pro Zelle brachte keine weitere Steigerung der Einschlusskorperzahlen, sondern fihrte im Gegentell bei
Infektionsdosen Uber 3 IFU pro Zelle u.a. durch Schadigung des Zellrasens zu einem Abfall der Einschlusskérper pro
Gesichtsfeld. Auf der HelLa Zelle und der NCI-Zelle zeigte sich eine ahnliche Kurve. Bel der NCI-Zelle war das
Plateau allerdings deutlicher ausgeprégt, es kam erst bei doppelt so hohen Konzentrationen wie auf der Hep-2-Zelle zu
einem Abfall der Infektionsrate (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 5 Beispiel fur eine Verdinnungsreihe aufgereinigter Chlamydien auf Hep-2 Zellen.

Dargestellt sind Durchschnittswerte der Einschlusskérper (EK) eines Gesichtsfeldes im Mikroskop gegen eingesetzte
Chlamydiensuspension pro Napf eines 6 Wells. (Ein Gesichtsfeld enthielt ca. 20 Zellen) Es zeigt sich mit steigender
Konzentration zundchst ein linearer Anstieg der Anzahl der Einschlusskorper. Bei Erhéhung der Konzentrationen auf
Uber 31m kommt es zu einem Abfall der Einschlusskérperzahlen. Die Zahl konnte hier teilweise nicht mehr ganz exakt
ermittelt werden, da es zu einer Schadigung des Zellrasens kam.

1.2. Vergleich des Chlamydienwachstumsin den Zdllinien HelLa, Hep-2 und NCI
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In Vorversuchen hatte sich gezeigt, dass die Zellinien zwar in ihrem jeweiligen Optimalmedium etwa doppelt so schnell
wuchsen wie in dem anderen Universalmedium, dass aber in beiden Medien ein Infektion der Zellen mit C. pneumoniae
moglich ist. Um zu Uberprifen in welchen Medien sich jeweils die beste Chlamydienausbeute erreichen lasst, wurden
die unterschiedlichen Zellinien in 6-Lochplatten mit je drei Chlamydien-Konzentrationen in MEM- oder RPMI-
Infektionsmedien infiziert. Nach 48 Stunden wurden die Kulturtrégerchen geférbt, und die Anzahl der Einschlusskorper
(EK) in 4-7 Gesichtsfeldern ausgezahlt.

In alen Zellen bildeten sich in beiden verwendeten Medien typische Einschlusskorperchen, in den jeweiligen
Optimalmedien wuchsen die Chlamydien allerdings deutlich besser (Abb. 6). Bei alen Zellsorten lag die Anzahl der
Einschlusskorper im Optimalmedium in etwa doppelt so hoch wie im jeweils anderen ,,Universalmedium®. Die NCI-
Zelle brachte mit der Hep-Zelle gleichwertige bis leicht bessere Anzuchtergebnisse. Die HelLa-Zdle lag in hrer
Produktivitét unter optimalen Bedingungen ca. 20 % unter der Hep-Zelle (Abb. 6).
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Abb. 6 Chlamydienausbeute in unterschiedlichen Zellen und Medien 48 Stunden nach Infektion

Dargestellt sind die Zahlen der Einschlusskorper die sich 48 Stunden nach Infektion in den verschiedenen Zellen in drei
reprasentativen Versuchen mit verschiedenen Infektionsdosen gebildet haben. Die eindeutig besten Ergebnisse
erbrachten die Hep-Zelle in MEM Medium und die NCI-Zelle in RPMI-Medium. Die HelLa Zelle schnitt in allen
vergleichbaren Ansétzen deutlich schlechter ab als Hep- und NCI-Z€lle.

1.3. Zentrifugation
1.3.1. Zentrifugationsdauer

Der Einfluss der Zentrifugationsdauer auf Chlamydienwachstum wurde an Hep-2-Zellen untersucht. Sechs Zwdlf-Loch-
Platten wurden gleichzeitig mit einer mittleren Infektionsdosis (moi ca. 0,5) infiziert und anschlief3end zwischen 0 und
120 Minuten unter Standardbedingungen (36°C, 3500 U) zentrifugiert. Nach 48 Stunden wurden pro Ansatz je zwei
Kulturtrégerchen aus verschiedenen Népfen gefarbt und je 4-6 Gesichtsfelder ausgezahlt.
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Abb. 7 zeigt eine typische Auswertung. Ohne Zentrifugation war keine Infektion nachweisbar. Schon nach 10 min
Zentrifugation wurden erste Zellen infiziert. Die Zahl der erfolgreich infizierten Zellen stieg in einer sigmoiden Kurve
mit der Zentrifugationsdauer. Eine Verdoppelung der Zentrifugationszeit von 10 auf 20 min hatte eine Vervierfachung
der Einschlusskorper (EK) zur Folge. Ab einer Zentrifugationsdauer von 80 min war eine weitere Verlangerung der

Zentrifugationszeit mit keinem deutlichen Anstieg mehr verbunden (Abb. 7).
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Abb. 7 Einflussder Zentrifugationsdauer auf Infektionsrate

Konfluente Hep-2-Zellrasen wurden in 6Wells infiziert und unterschiedlich lang unter Standardbedingungen (35°,
3500 U) zentrifugiert. Dargestellt ist die Zahl der EK, die 48 Stunden spéter pro Gesichtsfeld nachweisbar waren. Ohne
Zentrifugation kommt es zu einer kaum messbaren Infektion. Schon 20 min Zentrifugation bewirken eine deutliche
Infektion, die sich durch Verlangerung der Zentrifugationsdauer bis 80 min noch um etwa 30% steigern 18sst.

1.3.2. Zentrifugationstemper atur

Um zu uberpriifen, ob ein Vorwérmen der Zentrifuge notwendig ist, wurden infizierte Hep-2-Zélrasen in 6Wells bei
Raumtemperatur bzw. in einer auf 35° vorgewarmten Zentrifuge je 30 und 60 min bei 3500 U/min zentrifugiert. Die
Auswertung erfolgte wie Ublich nach 48 Stunden durch Auszéhlen der EK pro Gesichtsfeld.

Wie Abb.8 zeigt ergab die Zentrifugation in der vorgewarmten Zentrifuge geringgradig héhere Infektionsraten als

Zentrifugation bei Raumtemperatur, wobei dieser Effekt bei kurzen Zentrifugationszeiten ausgepragter war.
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Abb. 8 Einfluss der Zentrifugationstemperatur auf Chlamydieninfektion

Infizierte 6Wells wurden bei Raumtemperatur bzw. in die auf 35° vorgewarmte Zentrifuge gestellt und 30 bzw. 60
min bel 3500 U/min zentrifugiert. Ein Vorwarmen der Zentrifuge ermoglicht besonders bei  kirzerer
Zentrifugationszeiten eine geringgradig héhere Infektionsrate.

1.4. Erntezeitpunkt

Um zu Uberpriifen zu welchem Zeitpunkt nach Infektion sich die gréfte Menge an infektidsen Chlamydien gewinnen
lasst, wurden 6-Wells mit konfluenten NCI- und Hep-Zellen mit je 3 in einer geometrischen Verdinnungsreihe
hergestellten Chlamydiendosen infiziert. Da es in diesem Fall nicht um Infektionsrate sondern um die Gesamtmenge der
sich bildenden infektiosen Elementarkdrper ging wurden nach 24, 48, 72, 96, 120 und 148 Stunden die Infektion
gestoppt, die Zellen abgeschabt und tief gefroren. Je 200m der wieder aufgetauten Zellsuspensionen wurden
anschlief3end wie Ublich aufgeschlossen und in einen weiteren Infektionszyklus eingesetzt. Nach 48 Stunden wurden die
Infektionsraten der Zweit-Zyklen durch Auszéhlen der EK in je 3-10 Gesichtsfeldern ermittelt.

Es zeigte sich, dass der optimale Erntezeitpunkt bei NCI- wie bei der Hep-Zelle bel 72 Stunden lag (Abb. 9; 10). Nach
48 Stunden waren auf der Hep-Zelle nur minimale Mengen an Chlamydien herangereift. (Abb. 9: Ernte 48). 96 Stunden
nach Infektion war bereits ein leichter Abfall der Infektiositét der Ernte im Vergleich zu 72 Stunden zu erkennen (Abb.
9: Ernte 96 im Vergleich mit Ernte 72). Nach weiterer Verlangerung der Anzuchtdauer kam es zu einem deutlichen
Rickgang der infektiésen Chlamydien. Dieser Rlickgang war bei hdheren Infektionsdosen besonders ausgeprégt. Der
Verlauf auf der NCI-Zelle war dhnlich, alerdings zeitlich leicht nach hinten versetzt (Abb. 10). 48 Stunden nach
Infektion waren praktisch noch keine infektidsen Elementarkorperchen herangereift, nach 96 Stunden war noch kein
wesentlicher Abfall an infektitsen Elementarkdrperchen zu erkennen. Wie schon in den voraus gehenden Versuchen lag
die Produktivitét der NCI Zelle ca. 10% Uber der Hep-2 Zelle (vergleiche Abb. 9, 10: Ernte 72).
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Abb. 9 Erntezeitpunkt auf der Hep-2- Zelle

Hep-2-Zellen wurden mit je drel unterschiedlichen Chlamydiendosen infiziert. Nach 48 Stunden wurden die
Einschlusskorperchen ausgezéhlt (EK 48). Je 200 m der Ernte nach 24, 48, 72, 96, 120 und 148 Stunden wurden in
einen weiteren Infektionszyklus eingesetzt und wiederum nach 48 Stunden die Infektionsrate bestimmt.

Bis zu 48 Stunden nach Infektion fanden sich nur minimale Mengen an infektiésen Chlamydien. Die maximale Menge
an infektiosen Chlamydien liefd 72 Stunden nach Infektion gewinnen. Innerhalb der néchsten Tage fiel die Zahl der
infekti dsen Elementarkdrper in der Erntesuspension langsam ab.
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Abb. 10 Erntezeitpunkt auf der NCI-Zdlle

Die Infektion der NCI-Zellen wurde nach dem gleichen Verfahren wie auf den Hep-2-Zellen durchgefihrt und
ausgewertet (siehe Abb. 9). Es zeigt sich der gleiche Trend wie auf der Hep2-Zelle. Die Infektiositdt der Ernte 48
Stunden nach Infektion war noch niedriger als auf der Hep-Zelle und das 72 Stundenmaximum ist weniger ausgepragt.
Insgesamt liegen die Infektionsraten auf der NCI-Zelle leicht Uber der Hep-Zédlle.
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1.5. Monolayer vom Vortag ver susfrisch trypsinierte Zellsuspension

Dafir C. trachomatis Berichte vorlagen, dass sich in Zellsuspensionen hthere Anzuchtergebnisse erzielen lassen als
auf Monolayern und diese Methode zudem eine Arbeitserleichterung und Zeitersparnis mit sich bringt, sollte untersucht
werden, ob sich mit Zellsuspensionen ghnlich gute Anzuchtergebnisse wie mit adhérenten Monolayern erzielen lassen.
Fur die Herstellung der Zellsuspensionen wurden Hep-Zellen abtrypsiniert und in PBS gewaschen. Die Zellen wurden
in verschiedenen Dichten auf 6-Well-Népfe und Bluecaps verteilt. In diesen Gefélen wurden sie mit je drei
Chlamydien-Konzentrationen (100 mi ATCC1360; grob gereinigt) infiziert. Um die Chlamydien mit der Zelloberflache
in Kontakt zu bringen wurden die verschiedenen Ansédtze eine Stunde unterschiedlichen in Tabelle 1 genauer
beschriebenen Behandlungen wie Zentrifugieren (3400U), Schiitteln (auf dem Schiittler Stufe 3) und Ritteln (Vortexer
Stufe 2) unterzogen. Alle Ansétze wurden anschlief3end in 2 ml Infektionsmedium suspendiert und in 6Well-N&pfen
mit Kulturtrégerchen 48 Stunden im Brutschrank inkubiert. Je nach Infektionsrate wurden pro Ansatz die
Einschlusskorper in 4-10 Gesichtsfeldern ausgezahlt.

Samtliche getestete Suspensionsverfahren brachten deutlich schlechtere Infektionsraten als die Zentrifugationsmethode
auf einen Monolayer (Tabelle 1). Nur bei Zentrifugation der nicht konzentrierten Suspension im 6-Well (Tabelle 1 Nr. 4
und 5) lie3 sich Uberhaupt eine deutliche Infektion erreichen. Auch diese lag noch 50% unter der des
Standardverfahrens (Tabelle 1 Nr. 1). Auch das Anzentrifugieren der Zellen bei 1000 U fur 10 min brachte keine
deutliche Verbesserung (Tabelle 1 Nr. 5). Alle anderen Verfahren bewirkten im Vergleich zur Standardmethode
(Tabele 1 Nr. 1) nur minimal e Infektionsraten.

1.6. Dichte des Zéllrasens

Um zu ermitteln ob die Zelldichte der Kulturzellen die Chlamydienausbeute beeinflusst, wurden von einer Hep-2-
Zellsuspension (200 000/ml) je 1; 1,5; 2 und 3 ml pro Napf in 6Wells ausgesét. Die Zellrasen wurden nach 24
Stunden, nachdem sich bei der Kontrolle am Umkehrmikroskop bei 3 ml ein sehr dichter Rasen, bei 2 ml ein
konfluenter Rasen, bei 1,5 ml ein subkonfluenter Rasen, bei 1 ml ein diinner Rasen mit Liicken gezeigt hatte, mit je drei
verschiedenen Chlamydien-Konzentrationen infiziert. Die Zahl der sich pro Gesichtsfeld bildenden Einschlusskorper
wurde nach 48 Stunden in je einem Ansatz bestimmt. Da hier wieder die Chlamydienausbeute relevant war, wurde nach
72 Stunden je ein weiterer Ansatz geerntet und je 200m der Ernte in einen weiteren Infektionszyklus eingesetzt.

Die Zahl der Einschlusskorper pro Gesichtsfeld 48 Stunden nach Infektion unterschied sich nicht wesentlich zwischen
den Ansdtzen mit subkonfluentem und dichten Zellrasen (Abb. 11), wobei die Einschliisse in den dichteren Rasen
alerdings etwas kleiner waren als in dem subkonfluenten Rasen. In dem sehr diinnen Zellrasen war die Zahl der EK pro
Gesichtsfeld durch die grofRen Liicken im Zellrasen geringer (Abb. 11). Obwohl die Zahl der Bnschlusskérper in dem
subkonfluenten Rasen gleich grof3 wie in dem gerade konfluenten Rasen gewesen war, lief}en sich mit der Ernte des
subkonfluenten Rasens ca. 5% mehr Zellen infizieren (Abb. 12). Durchgehend die schlechtesten Ergebnisse zeigten sich

auf dem sehr diinnen Rasen (Abb. 11 und 12 schwarze Balken).



Infektionsverfahren: Zahl der EK/Gesichtsfeld nach 48 h
Konzentration | | Konzentration || | Konzentration 111

1) Standard 166.6 60.3 175
2.) 2ml Suspensionim 6W nicht zentrifugiert 5 3 0.6
3.) 0,4 ml konzentrierte Suspension im 6W nicht zentr. 23 nd 0
4.) 2ml Suspensionim 6W zentrifugiert 63.25 22 nd
5.) 2ml Suspensionim 6W anzentrifugiert und zentrifugiert 66.5 nd 11
6.) 0,4 ml konzentrierte Suspension im 6W zentrifugiert nd 725 nd
7.) 2ml Suspension im 6W geschiittelt 6.6 12 03
8.) 0,4 ml konzentrierte Suspension im 6W geschittelt 52 2.75 0.83
9.) 2ml Suspensionim Bluecap nicht zentrifugiert 26 08 05
10.) 0,4 ml konzentrierte Suspension im Bluecap nicht zentr. 32 13 0.6
11.) 2 ml Suspension im Bluecap zentrifugiert 16.6 82 nd
12.) 0,4 ml konzentrierte Suspension im Bluecap zentr. 122 6.6 14
13.) 2 ml Suspension im Bluecap geschittelt 16 05 0
14.) 0,4 ml konzentrierte Suspension im Bluecap geschttelt 7.25 32 1
15.) 2 ml Suspension im Bluecap ger(ittelt nd 18 03
16.) 0,4 ml konzentrierte Suspension im Bluecap gerittelt nd 52 16

Tabellel Suspensionsmethoden versus Standardmethode; Mittelwerte der Einschlusskorper pro Gesichtsfeld

Das Standard Infektionsverfahren (Nr. 1) wurde mit verschiedensten Infektionsverfahren in Suspension verglichen. Die
unterschiedlichen Behandlungen sollten den - im Standardverfahren durch Zentrifugation bewirkten- Kontakt zwischen
Zelloberflache und Chlamydie herstellen. Fir die Zellsuspension wurden je 500 000 gewaschene Hep-Zellen in 2 ml
bzw. 0.4 ml (konzentrierte Suspension Nr. 3, 6, 8, 10, 12, 14, 16) mit je drei verschiedenen Chlamydien-
Konzentrationen (I, I, Il1) infiziert. Ein Teil der Suspensionen wurde in 6-Wells (Nr. 1-8) unterschiedlichen
Behandlungen wie Zentrifugieren (Nr. 4, 5, 6) oder Schutteln (Nr. 7, 8) unterzogen. Die Suspension in Ansatz Nr. 5
wurde vor Infektion 10 min bei 1000 U anzentrifugiert. Weitere Suspensionen wurden &hnlichen Prozeduren in
Bluecaps ausgesetzt (Nr. 11 und 12 wurden zentrifugiert, Nr. 13 und 14 auf einem Schiittler sanft geschittelt, Nr. 15
und 16 auf dem Vortexer bei Stufe 2 gerittelt.). Nach einer Stunde Behandlung wurden alle Ansétze in 6Wellnapfe
gegeben (soweit sie es noch nicht waren) und die konzentrierten Suspensionen auf 2 ml aufgefiillt. Nach 48 Stunden
Kulturdauer bei 35°C wurden die Einschlusskorper auf je zwei Kulturtragern in je 4-10 Gesichtsfeldern ausgezéhit.

Das einzige Suspensionsverfahren mit dem sich eine deutliche Infektion erreichen lief3, bestand in der Zentrifugation
der nicht konzentrierten Suspension im 6Well (Nr. 4 und 5). Auch diese Methode erbrachte aber weniger als halb so
viel EK wie die Standardmethode des konfluenten Zellrasens. Alle anderen Methoden bleiben bei unter 10% des
Standardverfahrens.
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Abb. 11 Anzahl der Einschlusskérper in verschieden dichten Zellrasen bei verschiedenen K onzentrationen
In 6 Lochplatten wurden sehr diinne (200 000 Zellen/Napf) subkonfluente (300 000/Napf), konfluente (400 000/Napf)
und sehr dichte (600 000/Napf) Hep-2-Zellrasen mit drei unterschiedlichen Chlamydien-Konzentrationen infiziert, und
die Anzahl der EK/Gesichtsfeld nach 48 Stunden ermittelt. In dem subkonfluenten und in dem konfluenten Rasen
fanden sich ca. 5% mehr EK alsin dem sehr dichten und bis zu 40% mehr EK alsin dem sehr diinnen Rasen.
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Abb. 12 Anzahl der Einschlusskorper aus 0.2 ml Ernte der verschieden dichten Zellrasen

Je 0,2 ml Ernte, der unter Abb.11 beschriebenen Ansdtze mit den unterschiedlich dichten Zellrasen, wurde in einen
weiteren Infektionszyklus eingesetzt. Nach 48 Stunden wurde wieder die Zahl der Einschlusskérper bestimmt. Aus der
Ernte von dem subkonfluenten Rasen (300 000 Zellen/ Napf, hellgrauer Balken) bildeten sich ca. 5% mehr EK als aus
dem konfluenten Zellrasen (400 000 Zellen/ Napf, gestreifter Balken). Die ausgepragtesten Unterschiede zwischen den
unterschiedlich dichten Zellrasen zeigten sich bei den héheren Infektionsdosen.



1.7. Dauer der Inkubation vor dem Zentrifugieren

Der Einfluss der Inkubationsdauer der Chlamydien auf dem Zellrasen vor Zentrifugation wurde geprift, indem acht 6-
Wells mit je drei Konzentrationen infiziert wurden und vor Infektion O bis 6 Stunden bei Raumtemperatur bzw. im
Brutschrank gelagert wurden.

Die nach 48 Stunden ermittelten Infektionsraten waren erstaunlicherweise unabhangig von den Vorinkubationszeiten.

Auch unterschiedliche Temperaturen wahrend der V orinkubationszeit beeinflussten das Ergebnis nicht (Abb.13).
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Abb. 13 Inkubation der Wellsin Chlamydiensuspension vor Zentrifugieren

Acht 6Wells wurden in gleicher Weise mit je drei Chlamydien-Konzentrationen infiziert, je zwei Platten wurden
sofort, bzw. nach 2, 4 und 6 Stunden zentrifugiert. Bis zum Zentrifugieren wurde eine Héalfte der Platten bei
Raumtemperatur, die andere Halfte im Brutschrank aufbewahrt. Es war kein deutlicher Unterschied in der Menge der
EK nach 48 Std. zu erkennen.

1.8. Vorinkubation mit Cycloheximid

Hier wurde gepruft ob eine Vorinkubation der Zellen mit Cycloheximid vor Infektion die Infektionsrate erhtht. In einer
6-Lochplatte mit konfluentem Hep-Zellrasen wurde eine halbe Stunde bzw. eine Stunde vor Infektion das
Kulturmedium gegen Cycloheximid-haltiges I nfektionsmedium ausgetauscht.

Wie Abbildung 14 illustriert, bewirkte Vorinkubation des Zellrasens mit Cycloheximid keine Verbesserung der

Infektionsrate, sondern im Gegenteil niedrigere Infektionsraten.
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Abb. 14 Vorinkubation des Zellrasens mit Cycloheximid

Konfluente Hep-Zellrasen wurden vor Infektion eine halbe Stunde (linke Héfte des Diagramms) bzw. eine Stunde
(rechte Seite des Diagramms) mit normalem Cycloheximid-haltigen Infektionsmedium vorinkubiert. Nach 48 Stunden
wurden pro Ansatz die EK in 5 Gesichtsfeldern ausgezéhlt. Die Vorinkubation bewirkt eine mit Verlangerung der
Vorinkubationszeit zunehmende Verminderung der EK -Zahlen.

1.9. Inkubation der Chlamydien ohne Cycloheximid

Um zu Uberprifen ob eine Infektion und Zentrifugation der Zellen vor Zugabe des Cycloheximid einen Vorteil bringt
wurden 6Lochplatten mit Cycloheximid-freier Chlamydiensuspension in drei Dosen infiziert und 0, 30, 60 und 120
min nach der Zentrifugation das Medium gegen Cycloheximid-haltiges Infektionsmedium ausgetauscht. Bei einer Platte
wurde schon vor der Zentrifugation Cycloheximid hinzu gegeben.

Im Unterschied zu der Vorinkubation mit Cycloheximid im vorangehenden Experiment, bewirkte das Verschieben der
Cycloheximid-Zugabe bis 2 Stunden nach Zentrifugation keinerlei Unterschied in der Infektionsrate (Abb. 15).
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Abb. 15 Vorinkubation mit Chlamydiensuspension ohne Cycloheximid

Hep-Zdlrasen wurden mit Cycloheximid-freier Chlamydiensuspension infiziert. Bei je einer Platte wurde vor bzw. 0,
30, 60 und 120 min nach der Zentrifugation die Chlamydiensuspension gegen Cycloheximid-haltiges Medium
ausgetauscht. Die Zeit der |nkubation ohne Cycloheximid beeinflusste die Zahl der sich bildenden EK nicht.
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1.10. Auswechseln des I nfektionsmediums

Um zu ermitteln ob das in der Literatur teilweise vorgeschlagene Austauschen der Infektionssuspension einen Einfluss
auf die Infektionsrate hat, wurde nach Infektion eines Hep-Zellrasens nach dem Standardverfahren gleich nach der
Zentrifugation bzw. nach 24 Stunden das Medium ausgetauscht.

Das Auswechseln des Infektionsmediums bewirkte zu keinem Zeitpunkt einen Unterschied im Vergleich zum Belassen
des Mediums (Abb. 16). In weiteren Experimenten mit Verwendung sehr geringer Volumina an Infektionsmedium

bewirkte der Austausch des I nfektionsmediums nach 24 Stunden eine geringe Verbesserung der Ausbeute (Daten nicht

gezeigt).
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Abb. 16 Austausch des Infektionsmediums
Bei einer Charge infizierter Hep-Zellen wurde das Infektionsmedium sofort nach der Zentrifugation, nach 24 Stunden
bzw. nicht ausgetauscht. Die Menge der EK nach 48 Stunden war mit und ohne Austausch des Mediums gleich.

1.11. Infektiositat des Uber standes

Um entscheiden zu kénnen, ob das Medium der Chlamydienanzuchtkultur verworfen werden soll oder noch infektitse
Chlamydien enthalt, wurde je 0,5 ml des Uberstandes 72 und 96 Stunden nach Infektion zur Weiterinfektion von Hep-
Zellen in einem 6-Well-Napf verwendet.

Die Zahl der Einschlusskorperchen, die sich bei Infektion mit Uberstand bildeten schwankte erheblich. Sie lag zwischen
10 und deutlich Uber 200 EK/Gesichtsfeld. Die héchsten Werte ergaben sich bei hoher Ausgangsinfektion, ganz
besonders hohe Einschlusskoérperzahlen fanden sich wenn der Zellrasen der Ausgangsinfektion schon geschadigt war.
96 Stunden nach Infektion fanden sich besonders bei mittleren bis hohen Infektionsraten mehr Chlamydien im Medium

as nach 72 Stunden (Daten nicht gezeigt).



1.12. Wieder holtes Zentrifugieren versus Zweitzyklus

Fir die Anzucht kleinster Chlamydienmengen aus Patientenproben galt es zu Uberprifen, ob sich durch Verlangerung
der Kulturdauer mit téglichem Zentrifugieren bessere Anzuchtergebnisse erzielen lassen als durch die klassische Ernte
nach 72 Stunden.

Konfluente Hep-Zellen wurden hierfir mit vier verschiedenen Chlamydiendosen infiziert in 6-Wells (nach dem
Standardverfahren mit einmaliger Zentrifugation). Ein Teil der Platten wurde anschlief3end unberiihrt im Brutschrank
gelassen. Ein weiterer Tell der Platten wurde téglich eine Stunde bei 35° mit 3500 U zentrifugiert. Nach 2, 3, 5 und 6
Tagen wurde die Zahl der Einschlusskérper bestimmt. Eine Platte wurde nach 72 Stunden geerntet und vollstandig in
einen zweiten Zyklus eingesetzt (Ernte-72-Methode). Die Infektionsrate des zweiten Zyklus wurde 72 Stunden nach
Infektion also 6 Tage nach der Erstinfektion bestimmt.

Wie aus den Abbildungen 17a —17d deutlich wird, erzielten die Weiterinfektion mit der Ernte nach 72 Stunden die
besten Ergebnisse. Auch durch tégliche Zentrifugation lief3 sich die Zahl der Einschlusskorper erheblich steigern. Beim
Einsatz relativ hoher Infektionsdosen wurden &hnliche Werte wie bei der Ernte 72 Methode erreicht (Abb. 17 a, b). Bei
den niedrigeren Infektionsdosen fanden sich allerdings nur halb so viele EK wie bei der Ernte 72 Methode (Abb. 17 d).
Die Einschlusskorper befanden sich bei den wiederholt zentrifugierten Zellen ab Tag 4 in den verschiedensten
Entwicklungsstadien. Der Zellrasen war besonders bei den hdheren Infektionsdosen ab dem 5. Tag deutlich geschadigt.
In den Ansétzen ohne Zentrifugation nahm die Zahl der Einschlusskérper nach 3 Tagen nicht mehr zu sondern, wie die

Experimente zum optimalen Erntezeitpunkt (Abschnitt 1.3) erwarten lief3en, sogar ab.
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Abb. 17 a-d

Konfluente Hep-Zellen wurden mit vier verschiedenen niedrigen durch geometrische Verdiinnung hergestellte
Chlamydiendosen infiziert. Die Platten wurde zum einen unberiihrt im Brutschrank gelassen (linke 4 Balken; ohne
Zentrifugation), zum anderen 1 Std. téglich zentrifugiert (mittlere 4 Balken; mit Zentrifugation) oder nach 72 Stunden
geerntet und vollstandig in einen zweiten Zyklus eingesetzt (rechter Balken; Ernte 72). Dargestellt ist die mittlere
Menge der Einschlusskérper pro Gesichtsfeld 2, 3, 5 und 6 Tage nach Infektion bzw. nach Weiterinfektion der Ernte
(Ermnte 72).

Die Zahl der EK am Tag zwei gibt Auskunft Uber die verwendeten Infektionsdosen und belegt die gleich hohen
Infektionsraten der jeweiligen unterschiedlichen Ansétze zu Beginn des Versuchs.

Man erkennt einen kontinuierlichen Anstieg der wiederholt zentrifugierten Chargen gegeniber den nicht
zentrifugierten. Bel hoheren Infektionsdosen finden sich am Tag 6 bei der Zentrifugationsmethode und der Ernte 72
M ethode &hnliche Mengen an Einschlusskorpern (14 a, b). Da sich Einschlusskorper-Raten tiber 200 /Gesichtsfeld nicht
mehr exakt bestimmen lief3en wurden nur Werte bis 200 angegeben. Mit abnehmender Infektionsdosis (14c, d) erweist
sich die Ernte 72 Methode al s tiberlegen.



2. Interaktion monozytérer Zellen mit C. pneumoniae

2.1. Infektion von Monozyten

2.1.1. Unter schiedliche Infektionsdosen

Der Einfluss der Infektionsdosis auf Infektionsrate wurde an MM6 und THP-1 Zellen untersucht. Je 100 000 Zellen
wurden in 0.5 ml Kulturmedium in 24-Wells verteilt. Nach 24 Stunden wurden die Monozyten mit je 0,5 ml einer
geometrischen Verdinnungsreihe einer aufgereinigte Chlamydiensuspension infiziert. Nach weiteren 48 Stunden wurde
die Infektionsrate am FACS bestimmt und mikroskopisch verifiziert.

Im Bereich niedriger Infektionsdosen stieg die Infektionsrate auf der MM6 wie auf der THP-1 Zelle nahezu
proportional mit der eingesetzten Infektionsdosis. Mit Erhéhung der Dosis flachte die Kurve zunehmend ab, erreichte
eine maximale Infektionsrate von ca. 60% um schliefdlich wieder abzufalen (Abb. 18). Auf der THP-1 Zelle wurde die
maximae Infektionsrate mit ca. 10 infektiosen Chlamydien pro Zelle erreicht, auf der MM6 wurden ca. 40 infektiose

Chlamydien bendtigt um maximale Infektionsraten zu erreichen.
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Abb. 18 Beispid fir eine Dosiskurve auf MM6 und THP-1 Zellen

Zu je 100 000 MM6 bzw. THP-1 in 0.5 ml Kulturmedium in 24-Wells wurden je 0.5 ml Chlamydiensuspension einer
geometrischer Verdinnungsreihe gegeben. Die Infektionsdosis ist hier in mi zugegebener aufgereinigter Chlamydien
(ATCC 1310) angegeben. Ein m enthielt 16,7 x 10° ifu. Die Infektionsrate wurde 48 Stunden nach Infektion am FACS
bestimmit.

Man sieht zunachst einen kontinuierlichen Anstieg der Infektionsrate mit Erhdhung der Infektionsdosis bis die Kurven
langsam abflachen und nach Erreichen einer maximalen Infektionsrate von 60% wieder abfallen. Um vergleichbare
Infektionsraten zu erreichen wurden auf der MM6 ca. 8-mal so viele Chlamydien wie auf der THP-1 benétigt. Die hier
dargestellten Daten wurden in weiteren Versuchen auch fir den Chlamydienstamm ATCC 1360 bestétigt (Daten nicht
gezeigt).



2.1.2. Infektionsrate im Zeitver lauf

Der Zeitverlauf der Infektionsrate wurde auf MM6, THP-1 und RAW-Zellen untersucht. Die Zellen wurden in Flaschen
infiziert. Taglich wurde ca. 1/3 der Zellsuspensionen zu Analysezwecken entnommen und durch frisches vorgewarmtes
Medium ersetzt. Die Zellen wurden bis zu 30 Tagen beobachtet.

Auf allen untersuchten Zellen lagen die Maxima der Messwerte bei 48 Stunden. Danach begann die Infektionsrate
kontinuierlich abzusinken. Bei den MM6 sank die Rate innerhalb von 10 Tagen unter die Nachweisgrenze des FACS
(siehe Abb. 22b). Auf der THP-1 dauerte es 15 Tage, bis keine eindeutige Infektion mehr im FA CS nachgewiesen
werden konnte (siehe Abb. 25). Die RAW Zellen zeigten das gleiche Verhalten wie die MM6 (Daten nicht gezeigt). Der
mikroskopische Vergleich ergab zunéchst die gleichen Werte wie das FACS, allerdings waren teilweise noch nach
einem Monat vereinzelt infizierte Zellen im Mikroskop zu finden. Wahrend der grofte Teil der infizierten Zellen
zwischen 3 und 10 Einschlusskorper aufwies, fanden sich immer einige besonders stark infizierte Zellen (siehe Bild 7
bis 9). Daneben fanden sich aber selbst bei stérksten Infektionen immer Zellen, die keinen einzigen Einschlusskérper
enthielten (siehe Bild 7 bis 8). Nach 48 Stunden waren ale Einschlusskorper noch sehr klein (siehe Bild 7). Mit
langerer Dauer der Infektion fanden sich zunehmend gréf3ere EK (siehe Bild 9, 10). Sie wurden allerdings nie auch nur
anndhernd so grof wie in den Kulturzellen (auch nicht nach Zugabe von Cycloheximid). Spéter ergab sich ein buntes

Bild von Zellen mit keinen, kleinen und/oder grof3en EK.

2.1.3. Zentrifugation

Ob Zentrifugation die Infektionsrate wie in Kulturzellen positiv beeinflusst und ob es hierbei zu einer unspezifischen
Aktivierung von Monozyten kommt, wurde an MM#6-Zellen untersucht.

Die Zellen wurden gewaschen und in Medium resuspendiert (200 000/ml) und a 3 ml in 6Well Napfe verteilt, mit
Chlamydien infiziert und entweder ohne weitere Behandlung in den Brutschrank gestellt oder bei 1000 U / 35°C eine
Stunde zentrifugiert. Nicht infizierte Kontrollen wurden in gleicher Weise behandelt. Nach 24, 48, und 72 Stunden
wurden Proben fixiert und in Einzel- sowie Doppelféarbungen auf Chlamydien und CD14 (LPS-Rezeptor; als Messwert
fur Aktivierung der Zellen) geférbt.

Durch Zentrifugieren der Monozyten mit Chlamydiensuspension lief3 sich die Infektionsrate auf MM6 von 65% auf
75% steigern (Tabelle 2). Neben der Steigerung der Infektionsrate kam es durch die Zentrifugation allerdings auch zu
einer erheblichen Schadigung der Zellen (Tabelle 2 rechte Spalte) und als Zeichen einer Aktivierung zu einer
vermehrten Expression von (O 14 (Tabelle 2 mittlere Spalte). Entsprechende Experimente auf RAW und THP-1

erbrachten vergleichbare Ergebnisse (Daten nicht gezeigt).
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Werte nach 48 Std. Infektionsratein % CD14-Expression VitaeZdlen
- KO ohne Zentrifugieren 0 55 % 96 %
- KO mit Zentrifugieren 0 5% 50 %
+ KO ohne Zentrifugieren 65 % 2% 68 %
+ KO mit Zentrifugieren 5% 86 % 37%

Tabelle2 Steigerung der Infektionsrate auf Mono-Mac 6 durch Zentrifugieren

Mono-Mac 6 Zellen wurden mit grob aufgereinigter Chlamydiensuspension (ATCC1360) in 6 Wellsinfiziert und bei
1000U zentrifugiert (+KO mit Zentrifugieren). Als Vergleich dienten nach dem Standardverfahren infizierte Zellen
(+KO ohne Zentrifugieren) und entsprechend behandelte nicht infizierte Zellen (-KO). Als Messwert fir
Zellaktivierung wurde die CD14 Expression bestimmt. Durch Zentrifugation lief3 sich die Infektionsrate leicht anheben
(von 65% auf 75%). Die Zentrifugation flhrte alerdings zu einer Zellaktivierung und einer Zellschadigung. Die durch
Chlamydien bewirkte Aktivierung und Zellschadigung wurde durch Zentrifugieren verstéarkt.

2.1.4. Einflusseiner Aktivierung der Monozyten durch LPS bzw. von FCS Entzug

Ob sich durch unspezifische Aktivierung der Monozyten die Aufnahme der Chlamydien und damit die Infektionsrate
steigern lasst, wurde an ruhenden frischen MM6, vorstimulierten adharenten MM6 und RAW-Zellen untersucht. Die
Monozyten wurden mit LPS (1 ng/ml) aktiviert und anschlief3end mit unterschiedlichen Chlamydienstammen infiziert.

In denselben Versuchsanséatzen wurde auch gepriift, ob die Infektionsrate, wie bei Hep-Zdlen in FCS-freiem Medium
steigt, und wie sich eine Kombination von LPS Gabe und FCS Entzug auf die Infektionsrate auswirkt. Die
Infektionsrate wurde nach 48 und 72 Stunden am FA CS gemessen und mikroskopisch kontrolliert.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 19 ad zusammengefasst. Stimulation mit LPS nach Infektion bewirkte bei allen
Versuchen eine deutliche Steigerung der 48 Stunden-Messwerte fur die Infektionsrate. Auch FCS-Entzug fihrte zu
einer leichten Steigerung der Infektionsrate. Die Kombination beider Methoden bewirkte eine weitere Erhéhung der
gemessenen Infektion (Abb. 19 ¢ und d). In den schon weiter differenzierten adhdrenten MM 6 wurden nach 48 Stunden
algemein hohere Infektionsraten als in den nicht adhérenten Zellen gemessen (vergl. Abb. 19 ¢ und d; Bild 12). Die
Messwerte fir die Infektionsrate auf den stimulierten Zellen lag 72 Stunden nach Infektion teilweise unter 50% des
Vortageswertes. Auf den nicht stimulierten Zellen sanken die Messwerte nur leicht, so dass der Abstand zu den

unbehandelten Zellen deutlich kleiner bzw. teilweise sogar aufgehoben wurde (siehe Abb. 19 a-d untere Balken).



Abb. 19 a MM6infiziert mit ATCC 1360

0 10 20 :?0 40 50

48 Stunden nach Infektion

nur C. pn.

: ohne FCS |

i mit LPS |

72 Stunden nach Infektion

nur C. pn. |

: ohne FCS |

mit LPS |
0 I10 éO :‘:0 40 50
Infektionsrate in %

Abb.19c MMG6 infiziert mit ATCC 1310

0 5 ]|'O 21.5 I20 25

al 48 Stunden nach Infektion

| nur C.pn |

| _ohne FCS |
L LPS |

1 PS 0 FCS

-| 72 Stunden nach Infektion

nur C. én

T T T T T T

—
0 5 10 15 20 25
Infektionsrate in %

Abb 19 b RAW infiziert mit ATCC1360
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Abb. 19d MM6 adhérent ATCC1310
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Abb. 19 Einflussvon Aktivierung durch LPS bzw. von FCS Entzug auf Infektionsrate

MM6 (16a, c), RAW (16 b), und differenzierte adhdrente MM6 wurden nach Aktivierung mit LPS (1 ng/ml) und/oder
in FCS frelem Medium infiziert (14a, b ATCC 1360, 14 c, d ATCC 1310). Die Infektionsrate wurde nach 48 Stunden
und 72 Stunden am FACS gemessen.

Aktivierung durch LPS wie auch FCS Entzug fuhrten zu einer Erhohung der Infektionsrate. Durch Kombination beider
Methoden lief3en sich die Werte weiter steigern (14c, d). Die Infektionsraten auf den behandelten Zellen gingen
allerdingsim Laufe des dritten Tages nach Infektion deutlich zurtick, so dass sich die Werte anglichen.



2.1.5. Vergleich von ver schiedenen Monozytenzellinien und Blutmonozyten

Die humanen Monozytenzellinien MM6 und THP-1, die murinen Makrophagenzellinien ANA - und RAW-Zellen sowie
dendritische Zellen (DC) der Maus und humane Monozyten wurden in diversen Versuchen sowohl einzeln als auch im
direkten Vergleich auf ihre Infizierbarkeit untersucht. Die Infektionsraten wurden nach 48h per FACS bestimmt und

mikroskopisch tberpruift.

2.1.5.1. MM6, THP-1und RAW-Zédllen

Alle Zellen erwiesen sich in dem Standardverfahren als infizierbar. Die THP-1 Zelle zeigteim Allgemeinen héhere
Infektionsraten als MM 6 und RAW, die beide um &hnliche Werte schwankten (siehe Abb. 20; vergleiche auch Abb. 18,
194 h).
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Abb. 20 Vergleich MM6, THP-1 und RAW bel Infektion mit ATCC1360

Die Zellen wurden in unabhdngigen Versuchen nach dem Standardverfahren infiziert. Bei Vergleich 1, 2, 3 und 5
wurden grob aufgereinigte fur Vergleich 4 nach dem Urografin-Verfahren aufgereinigte Chlamydien verwendet. Die
Infektionsrate wurde nach 48h per FACS bestimmt und mikroskopisch Uberprift.

Die Infektionsraten auf der MM 6 und RAW lagen meist auf &hnlichem Niveau leicht unter dem der THP-1.

2.1.52. ANA
ANA-Z€llen wurden ohne direkten Vergleich mit anderen Zellen in zwei Experimenten infiziert. Die per FACS und
Mikroskop ermittelten Infektionsraten lagen in einer Hohe wie man sie auch fur MMG6 bei entsprechenden

Infektionsdosen erwartet hétte (Daten nicht gezeigt).

2.1.5.3. Dendritische Zellen der Maus (DC)

Auch aus der Milz von M&usen isolierte dendritische Zellen wurden in zwel Versuchen infiziert. Die Infektion konnte,
wegen der geringen Zahl der zu Verfiigung stehenden Zellen, nur mikroskopisch kontrolliert werden.

Es zeigten sich erstaunlich hohe Infektionsraten. Infektionsdosen die bei MM6 allenfalls zu einer Infektionsrate von

20% gefihrt hatten, ermdglichten auf dendritischen Zellen eine fast 100 prozentige Infektion. Die Infektion liefd sich im
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Vergleich zu MM6 auch deutlich langer und in htherem Mal3e nachweisen. Auch nach 14 Tagen waren noch in bis zu
50 % der Zellen Chlamydien verschiedener Entwicklungsstadien nachweisbar (siehe Bild 11). Die Infektion lief3 sich
von den DC wie auch von MM 6-Zellen auf Hep-Zellen ibertragen (Daten nicht gezeigt).

2.1.5.4. Monozyten aus peripherem Blut (PBMC)

PBMC wurden in zwei Versuchen 24 Stunden nach Isolation infiziert. Die 48 Stunden nach Infektion per FACS und
Mikroskop (siehe Bild 10) ermittelten Infektionsraten lagen mit 20 bis 40% bei ahnlichen Werten wie die
Vergleichsinfektion auf MM®6. Die Infektionsrate lief3 sich wie bei den Monozytenzellinien durch LPS-Stimulation
steigern (Daten nicht gezeigt). Bel alen Infektionsmethoden bildeten sich zwar unzweifelhaft Einschlisse, die
Einschlisse wirkten aber meist deformiert (siehe Bild 10). Eine Anzucht von Chlamydien aus infizierten

Blutmonozyten auf Kulturzellen gelang nicht.
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2.2. Expression von Oberflachenrezeptoren auf M onozyten nach I nfektion

22.1.CD14

CD14 der LPS Rezeptor wird durch LPS und weitere unspezifische Mechanismen hoch reguliert (Ziegler-Heitbrock et
al. 1988). CD14 vermittelt u.a. Uber den Transkriptionsfaktor NF-kappa-B eine Aktivierung der Monozyten und damit
u.a. eine Steigerung der Adhérenz (Wright et al. 1990aHmama et al. 1999) und Phagozytose (Schiff et al. 1997). Da
bereits bekannt war, dass auch C. pneumoniae zu einer Hochregulation von CD 14 auf MM®6 fihrt (Heinemann et al.
1996), wurden die Farbungen auf CD14 bei der Etablierung der Methoden as Kontrolle verwendet. Am Beispiel von
CD14 sollen deshalb auch unsere Messungen inklusive der Kontrollfarbungen ausfihrlich und allgemein dargestellt
werden.

Durch die Infektion kommt es zu leichten Verdnderungen des Scatters (Abb. 21 a, b). Die Zellen werden algemein
etwas kleiner und granulierter. Ein gewisser Teil der Zellen geht zugrunde (Abb. 21 b Pfeilspitze). Die Fluoreszenz-
Signale im PE- und FITC-Kanal werden durch Infektion alleine nicht veréndert (Abb. 21 c, d). Durch die Farbung nicht
infizierter Zellen mit fluoreszenzmarkierten chlamydienspezifischen Antikorpern kommt es zu keiner wesentlichen
Anférbung der Zellen (Abb. 18 c, g). Auch die Farbungen mit den Isotyp-Kontrollen bewirken keine Verénderung der
Messwerteim Vergleich zu den ungeférbten Werten (21 d, g, f).

Die Infektionsrate ist erst nach 48 Stunden messbar, da ein Grofdteil der Einschlusskdrper zu einem frilheren Zeitpunkt
noch zu kleinist um ein deutliches FACS-Signal zu geben (siehe Abb. 25).

CD14 ist auf zwischen 5 und 10% der ruhenden Zellen exprimiert (Abb. 21 i, I; 23). Es wird nach Chlamydieninfektion
hoch reguliert, wobel alle infizierten Zellen und auch ein Grof3eil der nicht sichtbar infizierten Zellen CD14 hoch
regulieren (Abb. 21 i und k, | und m; 22, 23). Die CD 14-Expression korreliert hierbei in hohem MalRe mit der
Infektionsrate (siehe Abb. 23). Wie die Groéle der Einschlusskérperchen ist auch die Expression von CD14 flief3end.
Als weiterer Parameter wurde teilweise der Mittelwert der Gesamtstérke des Fluoreszenz-Signals (mean channel
fluorescens, MnX, Mittelwert M) angegeben. Die absolute Hohe dieses Mittelwertes wird durch Mess- und
Fixierbedingungen beeinflusst. Fir den Vergleich von Werten aus verschiedenen Messungen, wurde deshalb fir die
einzelnen Messungen der Quotient dieses Mittelwertes zwischen infizierten und nicht infizierten Zellen gebildet
(relative mittlere Fluoreszenz) (u.a. Abb. 22).

Bereits 6 Stunden nach Infektion ist die Expression von CD14 leicht angestiegen (Daten nicht gezeigt). Sie erreicht 48
Stunden nach Infektion eéin Maximum um dann in &hnlicher Weise wie die Infektionsrate langsam wieder zum
Ausgangswert zuriickzukehren (Abb. 22).

Auf der THP-1-Zelle konnten wir in drei unabhangigen Messungen 48 h nach Infektion keinerlei Expression von CD14
feststellen (Abb. 24). Auch im spéteren Verlauf der Chlamydieninfektion fanden wir keine Expression von CD14
(Abb.25).
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Abb. 21 Beispiel fir FACS- Messungen zur Expression von CD14 auf der Mono-Mac-6

MM®6 wurden auf die in Material und Methoden beschriebene Weise infiziert und nach 48 Stunden geférbt. Durch die
Infektion kommt es zu einer Erhéhung des Sideward-Scatters und Erniedrigung des Foreward-Scatters (21 a, b). Die
Fluoreszenz-Intensitét auf PE- und FITC- Kanal wird durch Infektion alleine nur minimal verédndert (21 c, d). Isotyp-
Kontrollen und Chlamydienfarbstoff fihren zu keiner Anférbung der Zellen (18 e, f, g). Nicht infizierte Zellen
exprimieren zu ca. 8% CD14 (21 i, I). Nach Infektion (erkennbar durch Verschiebung der Zellen im FITC Kanal,
Abszisse (Abb. 21 h, m; Infektionsrate ca. 30%) steigt die CD14-Expression auf ca. 60% (PE-Kanal, Ordinate; 18 kK,
m), wobei adleinfizierten Zellen und knapp 50% der nicht infizierten Zellen CD14 hoch regulieren (vergl. 18 m).
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Abb. 23 Expression von CD 14 auf MM6 im Zeitverlauf der Infektion mit C. pneumoniae

Die Zellen wurden in Flaschen infiziert. Taglich wurde ca. 1/3 der Zellsuspensionen entnommen und durch frisches
vorgewarmtes Medium ersetzt. O, 1, 2, 3, 7, 9, und 30 Tage nach Infektion wurden CD14 Expression und
Infektionsrate am FACS bestimmt.

Die Infektionsrate (untere Kurve) ist erst nach 48 Stunden messbar, da ein Grofdeil der Einschlusskérper zu einem
friheren Zeitpunkt noch zu klein ist um ein deutliches FACS-Signal zu geben. Sie sinkt hier von einem Wert knapp
Uber 50% kontinuierlich ab. Nach 9 Tagen |asst sichim FACS kaum noch eine Infektion feststellen.

Als Mal3 fur die Expression wird die Expressionsrate (Anteil der CD14 exprimierenden Zellen in Prozent; obere Kurve)
und die relative mittlere Fluoreszenz (Mittelwert der Expressionsstérke; obere Kurve) angegeben. Die Expression von
CD14 steigt von einer niedrigen Expressionsrate von unter 5% bis zum 2. Tag auf Werte von nahe 50% um
anschlief3end innerhalb einer Woche wie die Infektionsrate wieder auf den Ausgangswert zuriickzugehen.
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Abb. 22 Beispielefur CD 14 Expression auf MM 6 nach Infektion durch verschiedene Chlamydienstdmme

MM6 wurden auf die in Material und Methoden beschriebene Weise in Einzelversuchen mit verschiedenen
Chlamydienstdmmen in unterschiedlichen Dosen infiziert und nach 48 Stunden geférbt. Die Balken zeigen den Antell
der infizierten Zellen (grau) und den Anteil der CD14 exprimierenden Zellen (schwarz) in Prozent. Die Expression von
CD14 auf den nicht infizierten Zellen lag zwischen 5% und 10% (KO). Man erkennt eine Zunahme der CD14-
Expression mit steigender Infektionsrate.
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Abb. 24 Beispiel fur Messung der CD14 Expression auf THP-1

THP-1 wurden auf die in Material und Methoden beschriebene Weise (ATCC1360) infiziert, nach 48 Stunden geférbt
und im FACS gemessen. Die linke Messung zeigt die auf CD14 und Chlamydien geférbte Negativkontrolle. Rechts sind
entsprechend geférbte infizierte Zellen zu sehen. Bei einer Infektionsrate von ca. 50% ist keine Hochregulation von
CD14 zu erkennen.
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Abb. 25 Beispiel CD14 Expression auf THP-1 im Zeitverlauf

THP-1 wurden auf die in Material und Methoden beschriebene Weise infiziert (ATCC1360) und nach 0O, 1, 2, 3, 9, 10,
14, 15 und 16 Tagen geférbt und gemessen.

Die exakte Infektionsrate 1asst sich erst 48 Stunden nach Infektion ermitteln, da ein Grofdteil der Einschlusskérper zu
einem friheren Zeitpunkt noch zu klein ist um ein deutliches FACS-Signa zu geben. Sie fallt innerhalb von zwel
Wochen kontinuierlich unter die Nachweisgrenze. Die Infektion ist also auf der THP-1 eine Woche langer als auf der
MM6 per FACS nachweisbar. Eine Expression von CD14 konnte zu keinem Zeitpunkt der Infektion gefunden werden.

3.2. MHCH

MHC-I-Molekile présentieren dem Immunsystem Peptide von Proteinen, die im Zytosol abgebaut wurden.
insbesondere Partikel von intrazelluléren Erregern.

MHC-I wurde bei unseren Messungen auf der MM6 durch die Infektion deutlich hoch reguliert. Die Expressionsrate
stieg von 60% auf 90%, der Mittelwert der Fluoreszenz vervierfachte sich (siehe Abb. 26 a, b). Auf der THP-1 Zelle
konnten wir keinen Unterschied in der Expression feststellen (siehe Abb. 26 c, d).
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Abb. 26 Beispid fur Expression von MHC-I auf MM6 (a, b) und THP-1 (c, d)

Die Monozyten wurden wie in Material und Methoden beschrieben mit aufgereinigten ATCC 1310 Chlamydien
infiziert und nach 48 Stunden geféarbt. Da uns sowohl fir MHC-I as auch Chlamydien nur FITC markierte AK zu
Verfligung standen, war eine gleichzeitige Darstellung beider Parameter nicht mdglich. Die Infektionsraten lagen bei ca.
30% (MM6) und 40% (THP-1). Auf der MM6 kommt es zu einem Anstieg der Expression von MHC-I (a, b) wahrend
sich auf der THP-1 die schon vor Infektion hohe Expression von MHC | nicht veréndert.

56



3.3. MHC-II

MHC-II-Molekiile préasentieren CD4-T-Zellen Peptide von phagozytierten und abgebauten Proteinen. CD4 Zellen
steuern in Zusammenspiel mit Immunzellen tber Interleukine die Richtung der weiteren Immunantwort.

Auf von den von uns verwendeten Zellinien wurde MHC-II im Ruhezustand nicht bzw. kaum exprimiert. Mit keinem
der von uns verwendeten Chlamydienstamme (ATCC1310, 1360, MUL) lief3 sich weder auf der MM6 noch auf der
THP-1 eine Expression von MHC-II auf MM6 oder THP-1 induzieren (siehe Abb. 27 ad, Daten nur fir ATCC 1310

gezeigt).
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Abb. 27 Expression von MHC-I1 auf MM®6 (a,b) und THP-1 (c ,d) ohne (g, ¢) und mit (b, d) Chlamydieninfektion
Die Monozyten wurden wie in Material und Methoden beschrieben mit aufgereinigten ATCC 1310 Chlamydien

infiziert und nach 48 Stunden geféarbt.
Die Chlamydieninfektion fuhrt weder auf MM6 (Abb. 24 a, b) noch auf THP-1 (Abb. 24 d, €) zu einer Expression von

MHC-II.

3.4.CD~4
CD54 tragt zum einen als kostimulatorisches Molekil zur Aktivierung von T-Zellen bei, des Weiteren vermittelt es als

wichtiges Adhéasionsmolekil die Migration von Leukozyten.

Auf der MM6 wurde CD54 schon im Ruhezustand auf bis zu 80% der Zellen exprimiert (Abb. 30a). Infektion mit
Chlamydien fuhrte unabhéngig von dem verwendeten Stamm zu einem weiteren mit der Infektionsrate korrelierenden
Anstieg der Expression (Abb. 28, 29). Die Hohe der Expression erreichte ihr Maximum 1 Tag nach Infektion. Im Laufe
der néchsten Tage fiel sie in einem &hnlichen Maf3e wie die Infektionsrate wieder auf die Ausgangswerte zurlick (siehe
Abb. 31). Wie bei CD14 betraf diese Hochregulation alle Zellen, zeigte sich aber besonders deutlich bei den infizierten
Zéellen (siehe Abb. 30, 32).

Die THP-1 Z€lle exprimierte im Ruhezustand kein CD54 (Abb. 32a). Zwei Tage nach Infektion lag die Expressionsrate
bei ihrem Maximalwert von ca. 40% (Abb. 32), um dann wie auf der MM6 parallel zu der Infektionsrate auf den

Ausgangswert zurtick zu fallen.
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Abb. 28 Expression von CD 54 auf MM6 bei verschiedenen Infektionsraten

Die MM6 wurden wie in Material und Methoden beschrieben mit aufgereinigten Chlamydien infiziert und nach 48
Stunden geféarbt. Da die Expressionsrate von CD54 schon im Ruhezustand der Zellen bei 90% lag und so eine
Steigerung der Rate kaum noch mdglich war, wurde als Mal fir den Anstieg der (unter 3.1. CD14 beschriebene)
Quotient des Mittelwertes (relative mittlere Fluoreszenz) angegeben. Die Stérke der Expression von CD54 zeigt einen

klaren Zusammenhang mit der Infektionsrate.
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Abb. 29 Beispiel fur die Expression von CD 54 auf MM6 bei verschiedenen Infektionsdosen

Die MM6 wurden nach dem ublichen Verfahren mit einer Verdiinnungsreihe aufgereinigter Chlamydien (ATCC1360)
infiziert und nach 48 Stunden gefarbt. Als Mal? fir den Anstieg der CD54 Expression wurde wie unter Abb. 28 der
Quotient des Mittelwertes (Relative mittlere Fluoreszenz) angegeben. Die Starke der Expression von CD54 zeigt einen
klaren Zusammenhang mit der Infektionsrate, wobei die Infektionsrate bei diesem Versuch mit ca. 33% nur énen
relativ niedrigen Maximalwert erreichte.
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Abb. 30 a-d Beispidle fir Messwerte zur CD 54 Expression im Zeitverlauf der Infektion auf MM6
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Abb. 30 a-d, 31 a, b Darstellung der CD54 Expression im Zeitverlauf der Infektion auf MM 6

Die MM6 wurden nach dem Ublichen Verfahren infiziert (ATCC 1360) und nach 0, 1, 2, 3, 9 und 30 Tagen gefarbt.
Bereits nach 24 Stunden ist ein massiver Anstieg der CD54 Expression erkennbar (Abb. 30b; PE Kanal; Ordinate) der
nach 48 Stunden schon wieder etwas nachgelassen hat (Abb. 30c). Nach 9 Tagen sind noch vereinzelt infizierte MM6
nachweisbar, die Expression von CD54 ist noch leicht Uber Ausgangswert (Abb. 30 d). In Abb. 31 a, b sind die
M essergebni sse grafisch zusammengefasst.
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Abb. 32 a-e Beispiele fir Messwerte zur CD 54 Expression im Zeitverlauf der Infektion auf THP-1
Die THP-1 wurden nach dem Ublichen Verfahren infiziert (ATCC 1310) und nach 0, 1, 2 und 3 Tagen geférbt und

gemessen.
Im Ruhezustand exprimieren THP-1 kein CD54 (Abb. 3l1a, PE Kanal, Ordinate). Nach 24 Stunden ist bereits ein

Anstieg von CD54 zu sehen (Abb. 31b), das Maximum wird nach 48 Stunden erreicht (Abb. 31c).

3.5.CD71
Der Transferrinrezeptor CD71 vermittelt die endozytotische Aufnahme von Eisen.
Wir fuhrten zwei Messungen dieses Rezeptors auf der MM6 bei Infektionsraten um 60% durch. Es zeigte sich jeweils

eine Verringerung der Expression von 99 auf 87%, sowie eine Halbierung des Mittelwertes M (siehe Abb. 33).
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Abb. 33 Beispiel fir die Expression von CD71 auf der MM 6

MM 6 wurden auf die Ubliche Weise mit ATCC1360 infiziert und nach 48 Stunden geférbt.

Man erkennt in der rechten Messung bei einer Infektionsrate von ca. 60% (FITC Abszisse) eine deutliche
Verminderung der Expressionsstdrke von CD71 (Biotin-Streptavidifarbung; Ordinate) im Vergleich zu der

Negativkontrolle links.

3.6. CD80
CD80 und CD86 sind wichtige kostimmulatorische Rezeptoren bei der Aktivierung von T-Zellen.
Fur CD80 konnten wir auf der MM6 und der THP-1 Zelle bei je 3 voneinander unabhéngigen Messungen auf infizierten

wie nicht infizierten Zellen nur eine minimale Expression von CD80 messen (Abb. 34)
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Abb. 34 Beispiele fir Messwerte zur Expression von CD80
Die Monozyten wurden auf die Ubliche Weise infiziert (b: MM6, ATCC1310; d: THP-1, ATCC1360) und nach 48

Stunden geférbt. Die Expression von CD80 steigt auf MM6 (Abb. 333, b) wie auf der THP-1 (Abb. 33 ¢, d) adlenfalls
minimal.

3.7.CD86

Fur CD86 fanden wir auf der MM6 eine deutliche Hochregulation. Diese vermehrte Expression zeigte eine klare
Korrelation mit der Infektionsrate (siehe Abb. 35). Die Hochregulation betraf nahezu alle Zellen, war aber auf den
sichtbar infizierten Zellen am ausgepréagtesten (siehe Abb. 36d). 6 Stunden nach Infektion war noch kein Anstieg
festzustellen, wohl aber nach 24 Stunden. Die maximale Rate wurde 48 Stunden nach Infektion gemessen (siehe Abb.
366).

Auf der THP-1 Zelle konnten wir weder in zwei unabhangigen Messungen 48h nach Infektion, noch im Verlauf von 14

Tagen nach Infektion eine deutliche Expression von CD86 messen (siehe Abb. 37).
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Abb. 35 Expression von CD86 bei unterschiedlichen Infektionsraten
MM6 wurden auf die in Material und Methoden beschriebene Weise in Einzelversuchen mit verschiedenen

Chlamydienstdmmen in unterschiedlichen Dosen infiziert und nach 48 Stunden geférbt. Bei der —KO wurde der
Mittelwert der CD86 Expression angegeben. Man erkennt eine Zunahme der CD86 Expression mit steigender

Infektionsrate.
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Abb. 36 a,b, c,undd Beispielefur Messwerte der CD86 Expression im Zeitverlauf der Infektion auf MM6
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Abb. 36 a—e CD86 Expressionim Zeitverlauf der Infektion auf MM6

Die MM6 wurden wie Ublich infiziert (ATCC 1310) und nach O, 1, 2 und 3 Tagen geférbt.

Man erkennt im PEKana (Ordinate) die im Vergleich zur Negativkontrolle (Abb. 36a) in den ersten 2 Tagen
zunehmende Expression von CD 86 (Abb. 36b: 6 Std.; Abb. 36¢: 24 Std.; Abb. 36: 48 Stunden nach Infektion). Die
Chlamydien selbst fiihren erst nach 48 Stunden, wenn se eine gewisse GroRe erreicht haben zu deutlichen Signalen
(FITGKanal; Ordinate). In Abb. 36e sind die M essergebni sse grafisch zusammengefasst
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Abb. 37 Beispiel fiir Messung der Expression von CD86 auf der THP-1

Die Monozyten wurden wie in Material und Methoden beschrieben mit aufgereinigten ATCC 1360 Chlamydien
infiziert und nach 2, 3 und 9 Tagen gefarbt. Eine Expression von CD86 (PE-Kanal; Ordinate) war auf infizierten wie
nicht infizierten THP-1 nicht messbar.
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4. Einflussvon C. pneumoniae auf Apoptose in Monozyten und Epithelzellen

Um den Einfluss der Chlamydien auf Apoptose bestimmen zu kdnnen, musste man Apoptose kinstlich ausldsen.
Hierflr standen eine Reihe von Apoptosegiften zur Verfligung, die alerdings unterschiedlich stark auf verschiedene
Zellen wirken. Zunéchst wurden also fir die Apoptosegifte Staurosporin, Etoposid und Cycloheximid die
Konzentrationen ermittelt, die jeweils 50% der Zellen in einem Zeitraum von 6 Stunden in die Apoptose treiben. Die
Apoptoserate wurde hierbei mittels nikroskopischen Auszdhlens der Kernfragmentation bestimmt. Fir die spéteren
Analysen wurden entsprechende Konzentrationen der Apoptosegifte eingesetzt. In den nachfolgenden FACS
M essungen wurden allerdings durchgehend niedrigere Apoptoseraten gemessen.

In einer Reihe von Vorversuchen wurde der Einfluss von C. pneumoniae. auf Apoptoseverhalten von MM6 und THP-1
untersucht. Die Apoptoseraten wurden hierfir nach Infektion mit C. pneumoniae und/ oder Induktion der Apoptose
durch Staurosporin durch mikroskopisches Auszéhlen der fragmentierten Kerne untersucht.

Nachdem hierbei deutliche Effekte festgestellt worden waren, wurden Férbeverfahren zum gleichzeitigen Nachweis von
Apoptose und Chlamydieninfektion in Mikroskop und FACS entwickelt (siehe Methoden: 2.5 und 2.6; Abb. 40).

Die in den Vorversuchen ermittelten Befunde wurden anschlief3end durch objektivere Zellzyklus-Analysen am FACS
und durch Einbeziehung weiterer Apoptosegifte (wie Etoposid) und Zellen (wie HelLa, Hep- und NCI- Zellen) erweitert.
Der Faktor Chlamydien-Konzentration wurde durch Verwendung von zwei verschiedenen Infektionsdosen
beriicksichtigt. Angestrebt wurde jeweils eine hohe Dosis mit einer moi von 3, die auf der THP-1 etwa eine 50% auf

den Epithelzellinien eine 100% I nfektionsrate bewirkt. Alszweite Dosis wurde ein Zehntel der Ersten verwendet.

Durch Zugabe von Cycloheximid (1ng/ml), das die Proteinsynthese der eukaryoten Zellen, nicht aber der Bakterien
blockiert, sollte der Einfluss der Synthesel eistung der Wirtszelle betrachtet werden.

Durch UV-Inaktivierung der Chlamydien sollte die Bedeutung der Vitalitét der Chlamydien beleuchtet werden. Zur
UV-Inaktivierung worden die Chlamydien in einer Zellkulturflasche eine halbe Stunde direkt unter der UV-Lampe des
Flows befestigt. Die Durchlassigkeit der Flaschen fur UV-Licht war zuvor am Fluorometer Uberprift worden.

Durch Zusatz des Caspaseinhibitors (Z-DEVD-FMK 50 nM; Tag 1 und 3 der Infektion), der die Caspasen 1 und 3
hemmt, sollte deren Rolle ermittelt werden.

Die Rolle desInfektionsstadiums wurde durch Messungen nach 1, 2 und 3 Tagen studiert.

Ein Grofdteil der Experimente wurde mit einfach gereinigten Chlamydien durchgeftihrt.

Insgesamt wurden Uber 20 unabhéngige mikroskopisch kontrollierte FACS-Messungen auf den Monozytenzellinien
MM 6 und THP-1, und den Endothelzellinien Hel.a, NCI und Hep durchgefiihrt.

Die Infektion mit C. pneumoniae wirkte sich in alen untersuchten Zellen in dhnlicher Weise auf das Apoptoseverhalten
aus. Diese Reaktionen sollen hier anhand einiger Beispiele gezeigt werden.

Durch C. pneumoniae wurde Apoptose ausgelost. In alen durchgefuhrten Versuchen kam es durch Zugabe der
Chlamydien aleine zu Apoptose (Abb. 38-42). Die Apoptose konnte mikroskopisch (siehe Photo 1 und 2, apoptotische
Zellen erkennbar an verdichteten, pyknotischen Kernen), per FACS (siehe Abb. 40-42) und durch DNA -Fragmentation
(siehe Abb. 39) nachgewiesen werden. Die apoptotische Wirkung war ab dem 2. Tag der Infektion nachweisbar (siehe
Abb. 41) und stieg Verlauf der Infektion weiter an (Abb. 42). Das Ausmald der Apoptose war von der eingesetzten
Chlamydienmenge abhangig. Wurde die Ubliche Dosis von 2-3 Ifu/Zelle auf ein Zehntel reduziert, war keine bzw. nur
noch eine minimale Erhéhung der Apoptoserate feststellbar (siehe Abb. 38, 41). Mittels UV-Licht inaktivierte

Chlamydien waren nicht in der Lage, Apoptose auszul ésen (siehe Abb. 38, 41, 42).
63



Zusatz von Caspaseinhibitor verminderte die apoptotische Potenz der vitalen Chlamydien nur geringfiigig (siehe Abb.
41, 42).

Auch durch Zusatz von Cycloheximid kam es nur zu einem leichten Riickgang der Apoptose der infizierten Zellen
(Abb. 41, 42).

Es werden besonders die nicht infizierten Zellen in die Apoptose getrieben, wahrend die infizierten Zellen von
Apoptose verschont bleiben (Abb. 40 k).

Gleichzeitig wurde die Auslosung von Apoptose mittels Staurosporin und Etoposid durch Chlamydien deutlich
gehemmt (siehe Abb. 38, 41, 42). Diese Hemmung war im gesamten Verlauf der Infektion nachweisbar. Zu spéteren
Zeitpunkten der Infektion kam es allerdings zunehmend zu einer Uberlagerung der Apoptoseausldser Chlamydie und
Apoptosegift (siehe Abb. 38, 42). Die Apoptose inhibierende Wirkung der Chlamydien lief3 sich deutlicher zu einem
frihen Zeitpunkt der Infektion und bei Verwendung hoher Dosen an Staurosporin oder Etoposid darstellen (siehe
Abb.41). Auch kleine Chlamydienmengen erreichten noch eine erstaunliche Verminderung der Staurosporinwirkung
(Abb. 38, 41). Selbst UV-inaktivierte Chlamydien fihrten noch zu einer erheblichen Reduktion der durch Staurosporin
ausgel dsten Apoptose (Abb. 38, 41, 42).
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Abb. 38 Beispiel fir Apoptoseverhalten der MM 6 72 Stunden nach Infektion mit C. pneumoniae

Neben der nicht infizierten Negativkontrolle wurden Monozyten mit Chlamydiensuspension einer moi von ca. 3 (grob
aufgereinigt ATCC1360) wie in Material und Methoden beschrieben infiziert (+ Chl). In je einem weiteren Ansatz
wurden ein Zehntel der Ausgangsdosis (+0,1) bzw. mittels UV-Licht inaktivierte Chlamydien eingesetzt (+UV). Am
Tag 3 wurde je ein Ansaz 6 Stunden mit Staurosporin inkubiert und anschliefRend alle Zellen fixiert, gefarbt und am
FACS analysiert.

Staurosporinzusatz alleine bewirkte eine Apoptoserate von ca. 55% im Vergleich zu 15% der Negativkontrolle ohne
jeden Zusatz. Bei einer Infektionsrate von ca. 50% (+Chl) induzierten Chlamydien alleine Apoptose in ca. 35% der
Zellen (+Chl, schwarzer Baken). Zusatz von Staurosporin zu den infizierten Zellen bewirkte nur eine minimale
Steigerung der Apoptoserate (+Chl, grauer Baken). Sehr kleine Infektionsdosen (+0.1 Chl) oder inaktivierte

Chlamydien (+UV Chl) |ésten keine Apoptose aus, waren aber in der Lage die Apoptose-Ausldsung durch Staurosporin
Zu verringern.

100 Basenpaar- Leiter
Wasser

MM6 Negativ Kontrolle

MM®6 72 Stunden nach Infektion

Abb. 39 DNA -Fragmentation infizierter MM6 72 Stunden nach Infektion

Aus infizierten und nicht infizierten Monozyten des unter Abb. 38 beschriebenen Versuchs wurde wie unter Material
und Methoden beschrieben DNA aufbereitet und anschlief3end auf einem Gel aufgetrennt. Auf der Spur der infizierten
Zellen (MM6 72 Stunden nach Infektion) ist die durch Apoptose fragmentierte DNA im Gel gewandert wahrend sie bei
der nicht infizierten Kontrolle (MM6 Negativ Kontrolle) in der Nahe der Tasche gebliebeniist.
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Abb. 40 Vergleich von Einfach- und Doppelfarbungen zur Darstellung der Chlamydieninfektion und Apoptose

(Um Apoptosewerte vergleichen zu kodnnen, werden neben infizierten MM6 (ATCC1310 48h p.i.), anstatt einer
Negativkontrolle, Zellen mit einer Apoptoserate knapp Uber 20 % gezeigt (alle Zellen sind Nikotin-behandelt)).

In der ersten Reihe links sind nicht infizierte (Abb. 40a) und infizierte (Abb. 40b) nur mit Chlamydienfarbstoff geférbte
MM®6 dargestellt. Rechts daneben (A bb. 40c, d) sind die gleichen Zellen nach Doppelférbung mit Chlamydien AK und
Pl. Anféarbung der Chlamydien fihrt zu einer Verschiebung nach rechts (Gate C bzw. Q). Es zeigt sich keine
signifikante Verénderung der gemessenen Infektionsrate in der Doppelfarbung.

In der zweiten Reihe sind die gleichen Zellen nach Einzelfarbung mit Propidiumjodid (PI) (Abb. 40 e, f) und
Doppelfarbung mit Pl und Chlamydienfarbstoff (Abb. 40 g, h) in einer logarithmischen Skalierung zur Beurteilung der
Apoptose dargestellt. Die apoptotischen Zellen mit dem verminderten DNA -Gehalt finden sich in Gate | links.

In der dritten Reihe sind infiziete MM6 nach einer Einzelfarbung mit Chlamydienfarbstoff (Abb. 40i), einer
Einzelfarbung mit Pl (Abb. 40j) und einer Doppelfarbung (Abb. 40k) dargestellt. In der Doppelférbung lésst sich
erkennen, dass eher die nicht infizierten Zellen apoptotisch sind.

Obwohl bei dieser Messung in der Doppelfarbung falsch hohe Apoptoseraten gemessen wurden (vergleiche Abb. 40 f
und h), lasst sich in der Doppelfarbung klar erkennen, dass die nicht infizierten Zellen in die Apoptose getrieben
werden, wahrend die infizierten geschiitzt zu sein scheinen (Abb. 40k). Infizierte Zellen sind auf der Ordinate nach
oben verschoben, apoptotische auf der Abszisse nach links. In Quadrant 2 finden sich also die infizierten nicht

apoptotischen Zellen, in Quadrant 3 die apoptotischen nicht infizierten.
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Abb. 41 a-g Beispiel fir Apoptoseverhalten der HeLa-Zellen 48 Stunden nach Infektion mit C. pneumoniae

HelLa-Zellen wurden mit 1360 Chlamydiensuspension in Cycloheximid-fredem Medium mit einer moi von ca. 1,5
infiziert. Einem Teil der Ansdtze wurde Caspaseinhibitor (CI) oder Cycloheximid (Cyclo) zugegeben. Weitere Ansétze
wurden mit einer moi von 0.15 (+ 0,1 Chl) und UV-inaktivierten Chlamydien (+ UV Chl) infiziert. Nach 48 Stunden
wurde ein Teil der Zellen mit der doppelten der sonst Ublichen Staurosporin und Etoposiddosen fir 6 Stunden inkubiert,
so dass auf den nicht infizierten Zellen eine Apoptoserate von 50 bis 60% erreicht wurde (41a, b, c; 41 g: Hel.a). Die
Chlamydieninfektion aleine bewirkte 48 Stunden nach Infektion eine geringe Steigerung Apoptose (41g: +Chl). Die
Staurosporin und Etoposidwirkung war in den infizierten Zellen vollsténdig aufgehoben (41 d, e, f, 41 g: +Chl). Auch
ein Zehntel der normalen Dosis bewirkte noch eine Hemmung der Apoptose (+0.1 Chl). Weder der Zusatz von
Caspaseinhibitor (41 g: +Cl, +Chl+Cl) noch Cycloheximid (41g: Cyclo, Cyclo+Chl) vermochten die (hier nur geringe)
Chlamydien induzierte Apoptose zu unterdriicken. Entgegen den Literaturangaben (Fan et al.1998) stellten wir eine

Drosselung der Staurosporinwirkung durch Cycloheximid fest (Abb. 41).
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Abb. 42i Zusammenfassung der Messwerte auf der NCI 72 Stunden nach Infektion

Abb. 42 Beispiel fur Apoptoseverhalten der NCI 72 Stunden nach Infektion mit C. pneumoniae
NCI Zellen wurden mit grob aufgereinigter 1360 Chlamydiensuspension mit einer moi von ca. 3 (+Chl) infiziert. Einem
Teil der Ansédtze wurde Caspaseinhibitor (Cl) oder Cycloheximid zugesetzt (Cyclo). Ein weiterer Ansatz wurde mit
UV-inaktivierten Chlamydien infiziert (+ UV). Nach drei Tagen wurde je ein Ansatz 6 Stunden mit Staurosporin
inkubiert, anschlieRend alle Zellen fixiert, gefarbt und gemessen.
Bei den nicht infizierten Zellen fihrte Staurosporin nahezu zu einer Verdreifachung der natiirlichen Apoptoserate auf
Uber 25% (423, b; 42i: NCI). Die Chlamydieninfektion alleine bewirkte eine Apoptoserate von ca. 30 Prozent (42c), die
nach Zugabe von Staurosporin nur minimal anstieg (42d, 42i , +Chl). UV- inaktivierte Chlamydien I6sten keine
Apoptose aus (42€), inhibierten die durch Staurosporin ausgel 6ste A poptose hingegen wirkungsvoll (42f, 42i: +UVChl).
Durch Zusatz von Caspaseinhibitor zu den infizierten Zellen lie3 sich die Chlamydien-induzierte Apoptose nicht
unterdriicken (42g, h; 42i: +Cl, +Chl+Cl). Der Zusatz von Cycloheximid bewirkte aleine schon eine Erhéhung der
Apoptoserate, inhibierte die durch Chlamydien ausgel 6ste Apoptose aber nur minimal (42 i: +Cyclo, + Cyclo+Chl).
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V1. Diskussion

1. Optimierung des Anzuchtverfahrens

1.1. Einflussder Infektionsdosis auf Infektionsrate

Im Bereich niedriger Infektionsdosen stieg die Anzahl der sich bildenden Einschlusskdrper direkt proportional mit der
eingesetzten Dosis, um bei hoheren Dosen abzuflachen uns schliefilich sogar wieder abzufallen. Ab einer Dosis von
einer Chlamydie pro Zelle bewirkte eine zusétzlich Steigerung der Dosis keine Steigerung der Infektionsrate mehr, bei
Erhdhung Gber 3 Chlamydien pro Zelle kam es zu einem Abfall der Infektionsrate.

Eine Erklarung fur den Abfall der Infektionsrate ist, dass es mit zunehmender Dosis immer haufiger zu
Doppdlinfektionen einzelner Zellen kommt und sich hierbei nicht immer beide Chlamydien zu getrennten
Einschlusskorpern entwickeln. Der Abfall der Infektionsrate bei weiterer Erhéhung der Infektionsdosis, l8sst sich mit
der Schadigung der Zellen durch einen zytotoxischen Effekt der Chlamydien erkléren.

Aus den Ergebnissen ergibt sich, dass die Infektionsdosis durch Auszéhlen der Einschlusskérperzahlen bei
verschiedenen Konzentrationen und anschlief3endem Interpolieren ermittelt werden muss. Als weitere Konsequenz
dieser Versuche ergab sich die Notwendigkeit, die zu untersuchenden Parameter bei unterschiedlichen Dosen zu

vergleichen, um Artefakte zu vermeiden.

1.2. Vergleich verschiedener Zellarten

Seit man begonnen hatte, C. trachomatis nicht mehr im Dottersack von Hihnerembryos, sondern in Zellkulturen zu
zlichten, waren die verschiedensten Ziellinien auf ihre Eignung zur Anzucht von C. trachomatis und spéter auch C.
pneumoniae getestet worden. Als geeignet erwiesen sich McCoy-, (maligne Maus-Fibroblasten), HTED-, Hela, HL-
(menschliche Epitheloidzelle unklarer Abstammung), GMK- (durch spontane Mutation von green monkey kidney
abstammende, epitheloid wachsende Zelle), NCI H292 (menschliches Bronchial-CA), Detroit 562 (Pharynxkarzinom),
FaDu (Pharynxkarzinom) und die Hep-2-Zelle (Kuo et al. 1972;Croy et al. 1975;Rota 1977;Sabet et al. 1984;Cles &
Stamm 1990;Roblin et al. 1992;Maass & Harig 1995;Kuo & Grayston 1990a).

Zu Beginn unserer Untersuchungen galten HelLa-Zellen as Standardzellen fir die Anzucht von C. pneumoniae. Es
lagen aber bereits Berichte vor, dass Hep-2 Zellen besser geeignet sind. So zeigten Arbeitsgruppen um Wong und
Roblin, dass die Hep-2 Zellen hohere Ausbeuten an Chlamydien ermdglichen, als die Ublichen HelLa-Zellen (Wong et
al. 1992;Roblin et al. 1992). Auch Maaf? bestétigte die Uberlegenheit der Hep-2 Zelle gegeniiber der Hel a-Zdle und
fand noch eine weitere Ziellinie (NCI 292), die gleichwertige Anzuchtergebnisse wie die Hep-2 Zelle lieferte (Maass &
Harig 1995). Die friiheren Voruntersuchungen waren aber zum Teil widerspriichlich. Anzuchtmethoden unterschieden
sich von Labor zu Labor (Pate & Hook 1995). Zellinien mit gleicher Bezeichnung wurden in unabhangigen Labors mit
unterschiedlichem Erfolg verwendet.

Wir verglichen daher die drei -laut Literatur am besten geeigneten- Zellinien HeLa, Hep-2 und NCI) bezlglich
Wachstumsverhalten, Infizierbarkeit und Chlamydienausbeute in den Universalmedien MEM und RPMI.

Zunéchst wurde das Wachstumsverhalten der Zellen in unterschiedlichen Medien getestet. HelLa und Hep-Zellen
wuchsen in MEM -Medium etwa doppelt so schnell wie im RPMI Medium, wéhrend die NCI-Zellen in RPMI-Medium
deutlich besser wuchsen als in MEM Medium (Tabelle 2). Fur die Vermehrung der Zellen war es also, trotz
M ehraufwand und Preisdifferenz der Medien lohnend die jeweiligen Optimal medien zu verwenden.
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Im né&chsten Schritt wurde die Chlamydienausbeute in den unterschiedlichen Medien bei Verwendung unterschiedlicher
Medien ermittelt.

Bel allen Zdllsorten lag die Anzahl der Einschlusskérper im Optimalmedium in etwa doppelt so hoch wie im jeweils
anderen ,Universaimedium“. Auf NCI-Zelle und Hep-Zelle lielen sich unter jeweils optimalen Bedingungen
gleichwertige Anzuchtergebnisse erzielen (Abb. 6). Wie schon bei Wong et a. (Wong et al. 1992) und Maal3 et al.
(Maass & Harig 1995) erwies sich die HelLa-Zdle auch in unserem Labor als unterlegen (Abb. 6). Die NCI Zelle
erlaubte in diesem wie in spéteren Versuchen eine um etwa 5% hoéhere Ausbeute an Chlamydien als die Hep-2 Zélle.
Der entscheidende Vorteil der NCI-Zelle gegeniiber der Hep-Zelle liegt in der allgemein grofReren Robustheit. Die NCI
Zelle Uberlebte weitaus langere Zeiten als Hep-2 und HelLa Zelle ohne Umsetzen und Mediumwechsel ohne Zeichen
der Schadigung. Sie tolerierte des Weiteren eine grof3ziigigere Handhabung der Infektionsdosis. Auf der Hep-Zelle
fuhrten hohe Infektionsdosen zu einer Beschleunigung der Chlamydienreifung, oder sogar zu einem kompletten
Sistieren des Wachstums. Auf der NCI Zelle war die Menge der gebildeten Chlamydien und ihre
Reifungsgeschwindigkeit ab einer bestimmten Mindestdosis weitgehend unabhéngig von Schwankungen der
Infektionsdosis. Wahrend in der Hep-Zelle die einzelnen Einschlusskorper meist getrennt voneinander heranreiften,
kam esin der NCI-Zelle nach 24-48 Stunden zur V erschmelzung und Bildung eines einzigen grofien EK (siehe Bild 4).
Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass die NCI-Zelle insbesondere fur in der Chlamydienanzucht weniger

erfahrene Labors besser geeignet ist alsdieim Moment allgemein verwendeten HeLa-Zellen.

1.3. Zentrifugation

Es war bekannt, dass Zentrifugation eine Steigerung der Infektionsrate bei C. trachomatis bewirkt. Diese Beobachtung
war auch fur C. pneumoniae fur einige Zellinien gezeigt worden (Kuo & Grayston 1990a). Dies konnte hier auch fur die
bisher nicht untersuchte Hep-2 und NCI-Zelle bestétigt werden. Vermutlich gelangen durch die Zentrifugation die
Chlamydien in die Nahe der Zellen und kénnen el ektrostati schen AbstoRungskréfte leichter Gberwinden.

1.3.1. Zentrifugationsdauer

Der positive Effekt durch Verléangerung der Zentrifugationsdauer war fir C. trachomatis belegt (Pate & Hook 1995).
Auch fir C. pneumoniae lagen solche Hinweise bereits vor (Tjhie et al. 1997), alerdings nicht fur die von uns
verwendeten Zellen.

Wir konnten zeigen, dass Zentrifugation unabdingbar ist und, dass eine Verlangerung der Zentrifugationsdauer bis ca.
80 min eine Steigerung der Infektionsrate bewirkt. Schon nach 20 min Zentrifugieren werden allerdings 70% der
maximalen Infektionsrate erreicht (siehe Abb. 7).

Fir die Anzucht von kleinen Mengen Chlamydien aus Patientenproben ist es daher empfehlenswert, 80 min zu
zentrifugieren. FUr die Routinevermehrung von C. pneumoniae ist es zu verantworten die Zentrifugationsdauer auf eine

halbe Stunde zu reduzieren und daf ir die |nfektionsdosis |eicht anzuheben.
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1.3.2. Temperatur

Dass die Erhthung der Temperatur von 18° auf 33°C wahrend der Zentrifugation einen ginstigen Einfluss auf die
Anzucht von C. trachomatis hat, war bekannt (Rota ), und bereits fir C. pneumoniae bestétigt worden (Bong R 1996).
Fur uns war interessant, ob es einen deutlich negativen Effekt auf die Chlamydienausbeute hat, wenn man aus
Zeitgrinden auf das Vorwéarmen der Zentrifuge verzichtet.

Wir konnten die beschriebenen Verbesserung der Anzuchtergebnisse durch Anhebung der Temperatur auf 35°C auch
fir Hep-Zellen bestdtigen (siehe Abb. 8). Die Infektionsrate lie sich um 10-30% anheben. Bei Anzuchtversuchen
kleiner Chlamydienmengen lohnt es sich also durchaus, die Zentrifuge vorzuwérmen. Bei der Routine-Vermehrung
kann man auf das Vorwérmen der Zentrifuge aber verzichten. Die Verluste lassen sich gut durch eine gewisse
Verlangerung der Zentrifugationszeit z.B. von 30 auf 40 min. ausgleichen. Diese Einschétzung wurde in der
Routinevermehrung bestétigt.

1.3.3. Zentrifugations-Geschwindigkeit

Es ist nahe liegend, dass eine Erhdhung der Geschwindigkeit zu einer Steigerung der Infektionsrate fuhrt. Dies ist
sowohl fir C. trachomatis, as auch fir C. pneumoniae grindlich belegt (Rota ;Kuo & Grayston 1988;Kuo & Grayston
1990a).

Wir verzichteten daher auf weitere Untersuchungen dieses Parameters, und wahlten standardméf3ig 2000g, die maximal

maogliche Geschwindigkeit, als Zentrifugations-Geschwindigkeit.

1.4. Erntezeitpunkt

Es ist algemein Ublich, die Chlamydien nach 72 Stunden zu ernten und einen neuen Infektionszyklus anzusetzen. Es
lagen aber widerspriichliche Berichte vor, ob eine Verlangerung der Kulturdauer zu einer hdheren Infektionsrate fihrt.
Maal3 konnte keinen Anstieg der Einschlusskdrper durch Verlangerung der Kulturdauer bis 7 Tage feststellen (Maass &
Harig 1995). Diesen Ergebnissen widerspricht eine Gruppe aus Amsterdam. Sie fand einen Anstieg der
Einschlusskorper um das flinffache durch Verlangerung der Kulturdauer von 3 auf 7 Tage (Birtles et al. 1997;Tjhie et
al. 1997). In beiden Untersuchungen wurde ausschliefdlich die Anzahl der Einschlusskorper betrachtet. Die Zahl der
infektionsfahigen Chlamydien pro Einschlusskorperchen kann allerdings erheblich schwanken.

Wir untersuchten deshalb die Ausbeute an Chlamydien zu verschiedenen Erntezeitpunkten anhand einer weiteren
anschliefRenden Infektion (Abb. 9, 10). Der optimale Erntezeitpunkt lag bei 3 Tagen. Die Ausbeute fiel aber bei

niedrigen bis mittleren Infektionsdosen im Laufe eines weiteren Tages nur minimal.

Eine Erklarung fir die unterschiedlichen Ergebnisse von Tihje et al. und uns kénnte sein, dass deren Chlamydien in der
Lage waren neue Zellen ohne Zentrifugation zu infizieren und so freigesetzte Chlamydien neue EK bildeten, wahrend
die mit den von uns verwendeten Chlamydien ohne Zentrifugation keine Infektion der Zuchtzellen erreicht wurde (siehe
Abschnitt 1.2. Zentrifugation). Moglicherweise waren die Chlamydien in dem Anzuchtverfahren mit Zentrifugation
entsprechend sel ektiert worden.

Im Rahmen der Anzucht ist es also ohne weiteres zu verantworten, auch nach vier Tagen zu ernten, und damit in einem

flexiblen 3 Tage - 4 Tage Rhythmus zu infizieren.
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1.5. Monolayer vom Vortag versusfrisch trypsinierte Zellsuspension

Zu der Frage ob mit Zellsuspensionen bessere Infektionsraten als mit Monolayern zu erreichen sind, lagen
widerspriichliche Ergebnisse vor. Zur Anzucht von C. trachomatis scheinen Zellsuspensionen besser geeignet (Oyelese
et al. 1987). Fur C. pneumoniae lagen zu dieser Fragestellung zwei Verdffentlichungen vor. Renate Bong kam zu dem
Ergebnis, dass bei Verwendung von GMK- und McCoy-Zellen, Zellsuspensionen gegeniiber Monolayern vorteilhafter
sind (Bong R 1996). Fir HL- und HelLa-Zellen konnte sie zunéchst keinen Unterschied feststellen. Durch Vorschalten
einer leichten Zentrifugation (39g, 15 min) vor die eigentliche Zentrifugation (2000g, 1h) erzielte sie signifikant bessere
Resultate mit Zellsuspensionen gegeniiber Monolayern bei allen verwendeten Zellinien. Maald stellte je nach Zelltyp 15
bis 32-fach hthere Infektionsraten bei Monolayern gegenlber Zellsuspensionen fest (15-fach bei Hep-2; 21-fach bei
NCI-H 292; 16-fach bei HL).

Vorteil der Zellsuspension ist, dass die Vorbereitung des Monolayers am Vortag nicht nétig ist. Es ermoglicht so
kurzfristigeres Anlegen von Kulturen bei Anzuchtversuchen von Chlamydien aus Patientenmaterial. Auch fur die
Massenanzucht brachte die Suspensionsmethode Arbeitserleichterung und die Mdoglichkeit grofRere Zellmengen zu
infizieren.

Leider lief¥en sich weder in dem unter Tabelle 1 gezeigten noch in einer Reihe weiterer Versuche (Daten nicht gezeigt)
mit Suspensionsmethoden annehmbare Infektionsraten erreichen. Diese Befunde decken sich mit den Ergebnissen von
Maal3 et al. (Maass & Harig 1995), widersprechen allerdings den auf anderen Zelltypen gewonnen Ergebnissen von
Bong (Bong R 1996).

Wie Maald verwendeten wir Chlamydien, die durch Zentrifugation auf Monolayern gewonnen worden waren. Durch
dieses Verfahren konnten Chlamydien selektioniert worden sein, die fir eine erfolgreiche Infektion auf Zentrifugation
angewiesen sind. Denkbar ist auch, dass durch die Trypsinbehandlung der Zellen bei der Herstellung der Suspension,
Molekile von der Zelloberflache geltst oder blockiert werden, die fur die Anhaftung von C. pneumoniae wichtig sind.
Gegen diese Theorie spricht, dass die Empfindlichkeit von HL Zellen gegentiber C. pneumoniae durch Trypsin
gesteigert werden kann (Kazuyama et al. 1997). Die unterschiedlichen Befunde kénnten aber mit der Verwendung
verschiedener Zellinien zusammenhangen. Die Zellen unterscheiden sich vermutlich in ihrer Rezeptorausstattung und
sind damit unterschiedlich ,empfindlich* gegeniiber Trypsin. Die unterschiedlichen Ergebnisse fir C. trachomatis und
C. pneumoniae kénnten damit erklért werden, dass diese beiden Stdmme schwerpunktmaidig Uber unterschiedliche
Rezeptoren andocken. Fir C. trachomatis konnte bereits gezeigt werden, dass die Anhaftung der Chlamydien Uber
unterschiedliche Rezeptoren moglich ist (Chen & Stephens 1997).

Fur unsere Arbeit ergab sich , dass fir die Vermehrung von Chlamydien auf die Herstellung eines Monolayers nicht
verzichtet werden kann.

1.6. Dichtedes ZdIrasens

Uber den Einfluss der Dichte des Zellrasens bei der Anzucht von Chlamydien lagen bisher keine Veroffentlichungen
vor. Auch in jungsten Untersuchungen wurde selbstverstandlich davon ausgegangen, dass ein konfluenter Zellrasen die
besten Ergebnisse bringt (Maass & Harig 1995).

In unseren Versuchen ermdglichte ein subkonfluenter Zellrasen hoéhere Chlamydienausbeute als ein konfluenter
Zellrasen (Abb. 11, 12).

Ein Grund fir unsere Ergebnisse kénnte darin liegen, dass die Einzelzelle in einem diinneren Rasen grofRer ist und damit

mehr Chlamydien Raum zum Wachsen bietet. Gleichzeitig ist auch die fur Elementarkorperchen erreichbare Oberflache
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grofRer. Moglich ist auch, dass in den Zellen trotz Cycloheximid-Behandlung noch Abwehrsysteme aktiviert werden, die
durch ndheren Kontakt zwischen den Zellen weiter verstérkt werden.

Fir die Routinevermehrung sollte also ein subkonfluenter Zellrasen angestrebt werden. En sehr dinner Rasen mit
grof3en L ticken sollte aber vermieden werden, da hier die Chlamydienausbeute wieder sinkt.

1.7. Dauer der Inkubation vor dem Zentrifugieren

Es war anzunehmen, dass hdchste Infektionsraten mit der Zentrifugation frisch geernteter Chlamydien zu erreichen
sind, da die Vitalitat der Elementarkdrper aulferhalb einer Zelle rasch abnimmt (Maass & Dalhoff 1995). Bisher lagen
zum Einfluss der Inkubation der Zellen mit Chlamydien vor dem Zentrifugieren keine Daten vor.

Erstaunlicherweise bildeten sich nach allen Vorinkubationszeiten zwischen 0 und 6 Stunden unabhéngig von der
Inkubationstemperatur gleich viele Einschlusskdrperchen (Abb. 13). Bel Vorinkubationszeiten Uber 8 Stunden kam es
in weiteren Versuchen zu unterschiedlichen Ergebnissen. Teilweise fanden sich mit den Kontrollen vergleichbare
Raten, teilweise aber auch niedrigere (Daten nicht gezeigt).

Bel den bisher Ublichen Verfahren werden pro Zentrifuge vier 6-Loch-Platten mit einer frisch hergestellten
Chlamydiensuspension infiziert und gleich anschliefend zentrifugiert. Das Herstellen einer frischen
Infektionssuspension bedeutet einen erheblichen Arbeitsaufwand, und birgt Kontaminations-Gefahren in sich. Unsere
Ergebnisse zeigen, dass es moglich ist, in einem einzigen Arbeitsschritt bei einer grof3en Zahl von vorbereiteten 6-Wells
das Anzuchtmediumgegen I nfektionsmedium auszutauschen, und diese dann nacheinander innerhalb von 6 Stunden zu
zentrifugieren. Damit ist es mdglich in einem einzigen Arbeitsschritt bei nahezu gleichem Arbeitsaufwand und
verringerter Kontaminations-Gefahr die 12-fache Menge an 6-Loch-Platten zu infizieren (bei 30 min
Zentrifugationsdauer). Es erlaubt weiterhin eine flexiblere Zeiteinteilung falls die Zentrifuge wie in unserem Fall fur
verschiedenste Zwecke gebraucht wird.

1.8. Vorinkubation mit Cycloheximid

Cycloheximid hemmt die Proteinbiosynthese der Eukaryonten. Es behindert auf diese Weise die Abwehrfunktionen der
Zelle und ermoglicht den Chlamydien ein ungestdrtes Wachstum. Es war nun denkbar, dass eine Vorinkubation der
Kulturzellen mit Cycloheximid durch das frihzeitige Abschalten der Abwehrfunktionen der Kulturzellen das Angehen
der Chlamydien beglnstigt. Es zeigte sich aber, dass es durch Vorinkubation mit Cycloheximid zu einer deutlichen
Verminderung der Infektionsrate kam (Abb. 14).

Der Grund hierflr kdnnte sein, dass fur eine erfolgreiche Infektion die aktive Aufnahme der Chlamydie durch die Zelle
nétig ist. Dieser Aufnahmemechanismus wéare durch Cycloheximid genauso wie die Abwehrfunktionen der Zelle
gehemmt. Bis jetzt ist nicht geklart auf welche Weise die Chlamydie in die Zelle gelangt. Fir C. psittaci und C.
trachomatis gibt es deutliche Hinweise, dass es sich um aktive Endozytose-ghnliche Mechanismen handelt (Stephens et
al. 2000a;Hackstadt et al. 1997). Es ist anzunehmen, dass auch C. pneumoniae durch solche aktive mittels

Cycloheximid hemmbare Transportmechanismen in die Zelle gelangt.

1.9. Inkubation der Chlamydien ohne Cycloheximid

Unter der Annahme, dass Chlamydien durch die Zelle aktiv aufgenonmmen werden schien es denkbar, dass eine spatere
Zugabe von Cycloheximid zu hoheren Infektionsraten fihrt. In den bisher beschriebenen Verfahren wurde die

Chlamydiensuspension entweder bereits in Infektionsmedium, d.h. mit Cycloheximid auf den Zellrasen aufzentrifugiert,

73



oder das Cycloheximid-haltige Infektionsmedium wird gleich nach der Zentrifugation hinzu gegeben (Maass & Harig
1995;Roblin et al. 1992; Theunissen et al. 1992).

Die Infektionsrate zeigte in unseren Versuchen (Abb. 15) keinerlei Veranderung durch Inkubation des Zellrasens mit
Chlamydiensuspension ohne Cycloheximid.

Die aktiven fir die Aufnahme der Chlamydie wichtigen Prozesse die durch Cycloheximid gehemmt werden (siehe
1.7. Vorinkubation mit Cycloheximid) finden wohl relativ rasch statt. Bei gleichzeitiger Zugabe von Cycloheximid und
Chlamydie scheinen diese Mechanismen noch vollstandig abzulaufen, bevor das Cycloheximid in der Zelle seine
Wirkung entfaltet. Moglicherweise sind in dem Zentrifugationsverfahren nach der schnellen Bindung der Chlamydie an
praformierte Molekile der Zelle keine groRen Zellaktivitdten mehr notwendig, da die Aufnahme durch die
Zentrifugation begunstigt wird.

Die einfachste Methode mit geringstem Arbeitsaufwand und damit auch geringster Kontaminations-Gefahr ist also, den

Zéellrasen direkt mit Chlamydien in Cycloheximid-haltigem Infektionsmedium zu infizieren.

1.10. Auswechseln des I nfektionsmediums

Es ist allgemein Ublich, das Infektionsmedium direkt nach der Zentrifugation oder nach 24 Stunden gegen frisches
Infektionsmedium auszutauschen (Kuo & Grayston 1990b;Maass & Harig 1995). Argumente hierfir sind die
Entfernung potentiell zellschadigender Substanzen (wie Zellschrottreste oder Transportmedium bei der Anzucht aus
Patientenproben) und die Zufuhr frischer Nahrstoffe.

Wir konnten keinen Unterschied in der Infektionsrate oder der Grof3e der Einschlusskorper bei den unterschiedlichen
Behandlungen festgestellten (Abb. 16).

Auf den Austausch des Mediums kann also bei Verwendung des beschriebenen Standardverfahrens verzichtet werden.
Dies bedeutet eine erhebliche Arbeitserleichterung, Ersparnis an Medium und Verminderung der Kontaminations-
Gefahren.

1.11. Infektiositat des Uber standes

Soweit in Veroffentlichungen angegeben, wird der Uberstand im Allgemeinen verworfen. Da die Aufreinigung der
Chlamydien umso effizienter ist, je konzentrierter die Chlamydien in der Ausgangssuspension sind lohnt es sich, den
Uberstand zu verwerfen, falls dieser nur geringe Chlamydienmengen enthélt.

Wir fanden in verschiedenen Versuchen, besonders bei hohen Infektionsraten und spaten Erntezeitpunkten grof3e
Mengen an infektidsen Chlamydien im Uberstand (Daten nicht gezeigt).

Auf eine genaue Auswertung verzichteten wir und begniigten uns mit der Erkenntnis, dass teilweise grof3e Mengen an
Chlamydien in freier Form vorliegen und es sich daher lohnt den Uberstand zu retten. Durch die spétere Zentrifugation
der gewonnenen Chlamydien-Zellsuspension werden alle Chlamydien dann auf ein kleines Volumen reduziert (siehe

Methoden: 4. Aufreinigungsverfahren).

1.12. Wiederholtes Zentrifugieren ver sus Zweitzyklus

Es lagen bereits Uberlegungen zur Verbesserung der Anzucht kleiner Chlamydienmengen, z.B. aus Patientenmaterial
vor. Tjhie und Mitarbeiter sahen eine Zunahme der Chlamydien nach Verlangerung der Kulturdauer auf 7 Tage (Tjhie
et al. 1997). Eine Mdglichkeit die Infektionsrate der Dauerkultur weiter zu steigern, bestand in der téglichen
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Zentrifugation der KulturgefaRe (Tjhie et al. 1997). MaaRR und Mitarbeiter stellten in Ubereinstimmung mit unseren
Ergebnissen (siehe 1.3. Erntezeitpunkt) keine Vermehrung der Chlamydien durch Verlangerung der Kulturdauer fest.
Sie schlagen wiederholte Ernten und weitere Kulturpassagen vor (Maass & Harig 1995). Im Oktober 1999 wurde
nochmals bestétigt, dass wiederholtes Zentrifugieren zu einer massiven Vermehrung der Einschlusskérper flhrt,
wahrend eine blof3e Verlangerung Kulturdauer keinen Erfolg bringt (Pruckler et al. 1999).

Die beiden Methoden, Umsetzen nach 72 Stunden versus Dauerkultur mit taglicher Zentrifugation, waren bisher nicht
verglichen worden.

Bei unseren Versuchen konnten durch Ernte nach 72 Stunden und Weiterinfektion entschieden mehr Chlamydien als
durch tigliches Zentrifugieren gewonnen werden (Abb. 17 a-c). Die Uberlegenheit der Ernte-72-Methode war
besonders ausgepragt bei niedrigen Infektionsdosen, wie sie bei der Isolierung von Chlamydien aus Patientenmaterial
zu erwarten sind. Bel der Ernte-72-Methode befanden sich alle EK am Tag 6 im gleichen Ernte reifen
Entwicklungszustand, wahrend die EK bei der Zentrifugationsmethode nach 6 Tagen in den verschiedensten Stadien
vorlagen und damit nur zu einem Teil infektionsfahige Chlamydien enthielten.

Der Grund fur die besseren Erfolge der Ernte-72-Methode konnte sein, dass die Chlamydien 72 Stunden nach Infektion
ihr Wachstum im wesentlichen einstellen aber, obwohl schon infektionsféhig, erst erheblich spéter, freigesetzt werden.
Durch das Aufschlief3en der Zellen nach 72 Stunden und Weiterinfektion erhalten sie die Mdglichkeit in einem neuen
Rasen weiter zu wachsen. Weitere Griinde sind vermutlich, dass der Zellrasen durch wiederholte Zentrifugation und
Infektion geschadigt wird und, dass sich die freigesetzten Chlamy dien nicht gleichméfdig im Medium verteilen und

damit nur wenige Zellen in ihrer Nachbarschaft infizieren.

1.13. Weitere mogliche Einflussfaktoren
1.13.1. Polyethylenglykol (PEG), DEAE-Dextran, Trypsin und EDTA

Es lagen Berichte vor, nach welchen sich die Infektionsraten durch Vorbehandlung der Kulturzellen mit DEAEDextran
(Kuo et al. 1972;Tjhie et al. 1997) Trypsin und EDTA (Kazuyama et al. 1997) steigern lasst. Es bestand die Annahme,
dass durch diese Behandlungen abstofRende Krafte zwischen Chlamydie und Zelle verringert werden. Wir stellten
Versuchein dieser Richtung zuné&chst hinten an, dawir davon ausgingen, dass eine hochtourige Zentrifugation ausreicht
die AbstoBungskréafte zu Uberwinden. Die Wirkung von DEAEDextran bei gleichzeitiger Zentrifugation war schon vor
Beginn unserer Untersuchungen mehrfach negativ beurteilt worden (Bong R 1996;Roblin et al. 1992). Nach Abschluss
unserer Arbeiten erschien eine Untersuchung, die unsere Vermutungen auch fiir PEG und Trypsin bestétigte (Pruckler
et al. 1999). Bel Zentrifugations-Geschwindigkeiten von 1000g konnte weder durch PEG- noch durch Trypsin-
Behandlung die Sensibilitat von Hep-2-Zellen fir die Infektion mit C. pneumoniae erhdht werden (Pruckler et al. 1999).
1.13.2. Temperatur des Brutschrankes

Kuo et a. kamen 1988 bereits zu dem Ergebnis, dass eine Erniedrigung der Brutschranktemperatur von 37°C auf 35°C
zu einer Verdoppelung der Einschlusskorperzahl fuhrte (Kuo & Grayston 1988). Da uns mit nur einem Brutschrank die
M oglichkeiten fehlten, unterschiedliche Brutschranktemperaturen zu vergleichen, tbernahmen wir 35° als Temperatur.
1.13.3. Cycloheximid

Es ist seit 1977 bekannt, dass eine Hemmung der Zellproteinsynthese durch Cycloheximid die Sensitivitdt der
Zellenkultur fur Chlamydien steigt. Dies wurde auch fur C. pneumoniae bestétigt (Kuo & Grayston 1990a). Die

Cycloheximidchargen variieren allerdings in der Wirkstérke von zu Labor und Labor (Bong R 1996). Im Allgemeinen
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werden Dosen zwischen 0,5 und 1,5 ni/ml eingesetzt. Bei unseren Chargen lag auf der Hep-Zelle das Optimum der
Cycloheximidkonzentration bei 0,8 m/ml. Wir stellten allerdings bei 1angerer Lagerung des geldsten Cycloheximid im
Kuhlschrank ein Nachlassen der Wirkung fest (Daten nicht gezeigt). Zu empfehlen ist also neue Cycloheximidchargen

zu testen und Cycloheximiddsungen nicht 1anger als 2 Wochen bei Kiihlschranktemperatur zu lagern.

1.13.4. FCS

In Transportmedien erhdht FCS die Uberlebensrate von Chlamydien (Maass & Dalhoff 1995; Theunissen et al. 1992).
Die Infektion selber ist effektiver in FCS freilem Medium. HelLa-Zellen sind in FCSfreiem Medium 10-50 ma
empféanglicher fir Chlamydieninfektionen als in FCS-haltigem Medium (Maass et al. 1993). Vermutlich fuhrt der
Nahrstoffmangel zusétzlich zur Cycloheximidwirkung zur Inhibierung der Proteinsynthese und damit Schwéachung der
Abwehrleistung (Maal3 et a. 1993). Wir fanden in auch fur die Hep-2-Zelle eine erhdhte Sensibilitét in FCS-frelem
Medium (Daten nicht gezeigt), und fuhrten daraufhin unsere Anzuchtversuche in FCS-freiem Medium durch.

1.13.5. Lysin; Methionin

Die Verminderung von Lysin und Methionin soll laut Kuo et a. zu einer erhdhten Sensibilitat von HeLa und McCoy-
Zéllen fur C. pneumoniae fiihren (Kuo & Grayston 1990b). Vermutlich vermindert ein Mangel dieser Aminoséuren die
Abwehrleistung der Zellen durch Hemmung der Proteinsynthese, wahrend dieser Mangel die Chlamydien nicht
beeintrachtigt. Wir gingen davon aus, dass durch Cycloheximid und FCS-Entzug die Proteinsynthese der Zellen schon
weitgehend inhibiert ist und verzichteten auf Experimente in dieser Richtung. (Bei den genannten Untersuchungen zu

Aminosaureentzug wurde ohne Cycloheximid und mit FCS gearbeitet).

1.14. Optimale Anzuchtmethode

Sowohl fir die Anzucht kleiner Chlamydienmengen a's auch fiir die Massenanzucht von Chlamydien empfiehlt es sich
Hep-2 oder NCI-Zellen anstatt der bisher meist verwendeten Hel.a-Zelle zu verwenden und diese subkonfluent aus zu
séhen. Insbesondere fur die Etablierung des Anzuchtverfahrens empfiehlt sich die Verwendung der NCI-Zelle, dasie
besonders robust ist und auch bei hohen Infektionsdosen nicht mit Nekrose reagiert sondern relativ konstante
Anzuchtmengen ermgglicht. Die Chlamydien konnen gleich in Cycloheximid-haltigem Infektionsmedium
aufzentrifugiert werden. Ein Austausch des Infektionsmediums anschliefRend an die Zentrifugation ist nicht nétig.
Inkubation der Zellen vor Infektion mit Cycloheximid bringt ebenso wenig einen Vorteil, wie einen verlangerte
Inkubation der infizierten Zellen in Cycloheximid-freiem Medium nach Zentrifugation.

Um optimale Bedingungen fir die Anzucht kleiner Chlamydienmengen aus Patientenmaterial zu erreichen, sollten
die infizierten Zellen 80 Minuten bei 2000g in einer auf 37°C vorgewarmten Zentrifuge zentrifugiert werden. Um die
Sensitivitéat zu erhéhen, sollten die Zellen nach 72 Stunden, wiein Material und Methoden beschrieben, aufgeschl ossen
werden, und die Ernte in einen weiteren Zyklus eingesetzt werden. Hierbei sollte auch der Uberstand verwendet
werden, da sich auch im Uberstand freigesetzte Chlamydien befinden konnen. Mit dem hier beschriebenen Verfahren
ldsst sich die Chlamydienausbeute besonders im Bereich niedriger Infektionsdosen im Vergleich zu bisher
beschriebenen Standardmethoden vervielfachen.

Fur die Anzucht grof3er Chlamydienmengen kann das Verfahren erheblich vereinfacht werden. Bei Anhebung der
Infektionsdosis um etwa 20% kann die Zentrifugationszeit bei gleich bleibender Chlamydienausbeute auf eine halbe
Stunde in einer nicht vorgewarmten Zentrifuge verkirzt werden. Die Chlamydien kénnen im Wechsel ale drei oder vier
Tage nach Infektion geerntet werden. Mehrere Platten kénnen gleichzeitig infiziert werden und anschlief3end Uber einen

Zeitraum von bis zu 6 Stunden nacheinander ohne messbaren Verlust an Chlamydienausbeute zentrifugiert werden. Bei
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Umsetzung dieser Vereinfachungen lasst der Arbeits- und Zeitaufwand bei gleich bleibender Chlamydienausbeute auf
einen Bruchteil der bisher beschriebenen Standardmethoden reduzieren. Die Verwendung der robusten NCI Zelle

erlaubt auch Labors mit wenig Zellkultur-Erfahrung die Etablierung der Anzuchtmethode.



2. Interaktion monozytérer Zellen mit C. pneumoniae

2.1. Infektion von Monozyten

Es war bereits bekannt, dass Monozyten prinzipiell infizierbar sind (Numazaki et al. 1995;Heinemann et al.
1996;Kaukoranta-Tolvanen et al. 1996a). Seitdem bei intranasal infizierten Méausen in Peritonealmakrophagen C.
pneumoniae nachgewiesen worden war, besteht die Annahme, dass sich Chlamydien Uber diesen Weg im Korper
verbreiten konnen (Yang et al. 1995). Fur die Mono-Mac-6 Zellinie (MM®6) lagen bereits wegwei sende Untersuchungen
vor (Heinemann et al. 1996). Wir wahlten deshalb diese MM6, um eine Infektionsmethode an unserem Labor zu

optimieren, um mit dieser Methode anschlieRend die Infizierbarkeit weitere monozytérer Zellen zu testen.

2.1.1 Infektionsdosis

In den vorausgehenden Untersuchungen waren zwar unterschiedliche Infektionsdosen (zwischen 0.1 und 10
Chlamydien pro Zelle) verwendet worden, der Einfluss der Infektionsdosis auf Infektionsrate war allerdings bisher in
keiner Verdffentlichung dargestellt (Numazeki et al. 1995;Heinemann et al. 1996;Kaukoranta-Tolvanen et al. 1996a).
Wir sahen in unseren Versuchen, dass die Infektionsrate auf MM6 und THP-1 wie zu erwarten mit Erhéhung der
Infektionsdosis zunachst linear ansteigt und sich dann langsam auf einen Maximalwert von ca. 60% zu bewegt (Abb.
18). (Dieser Maximawert gilt fir das beschriebene Standardverfahren auf ruhenden Zellen. Nach unspezifischer
Aktivierung der Zellen lief3en sich in weiteren Versuchen Raten von 80% erreichen. Siehe 21.4.) Erstaunlicherweise
kam es bei weiterer Erhdhung der Dosis zu einem Abfall der Infektionsrate (Abb. 18).

Der Abfall der Infektionsrate konnte zum einen damit erklért werden, dass durch die grofReren Chlamydienmengen
Abwehrfunktionen der Zellen stérker aktiviert werden und dadurch mehr Zellen ,resistent® gegen Infektion werden,
zum anderen dadurch, dass einige Zellen so massiv infiziert werden, dass sie zugrunde gehen und somit nicht mehr
gemessen werden.

Mittels der ermittelten Kurven liel3en sich die Infektionsraten fur spétere Versuche einstellen. Die beste Effizienz
erreicht man im Bereich der maximalen Steigung der Kurven, aso bei Infektionsraten um die 30%. Um nur leicht
hohere Infektionsraten zu erreichen muisste man die Infektionsdosis erheblich steigern. Fir FACS-Analysen ist eine
Rate von 30% vollkommen ausreichend. Ein gewisser Nachteil ist, dass in diesem Bereich eine relativ kleine Anderung
der Infektionsdosis schon eine relativ groRke Anderung der resultierenden Infektionsrate bewirkt. Es ist also schwierig

die Infektionsrate ganz exakt vorherzubestimmen.

2.1.2. Infektionsrate im Zeitverlauf

Ein Nachweis von infektiosen C. pneumoniae aus Monozyten bis zu 14 Tagen nach Infektion war bereits gezeigt
worden (Heinemann et al. 1996). C. trachomatis konnte sogar bis zu 150 Tage nach Infektion von U937 Zellen
nachgewiesen werden. Ein genauer Zeitverlauf der Infektionsrate in Monozyten lag fur C. pneumoniae aber bisher nicht
vor.

Die Infektionsraten fielen in unseren Versuchen in den Monozytenzellinien im Laufe der Zeit ab (Abb. 23b, 25, Bild 5
9). Eine Infektion war alerdings auf der MM6 bis zu 10 Tage, auf der THP-1 bis zu zwei Wochen nach Infektion im
FACS nachzuweisen. Mikroskopisch fanden sich sogar noch nach einem Monat vereinzelte infizierte Monozyten. Zwei

Mechanismen sind vermutlich fir den Abfall der Infektionsrate verantwortlich. Wahrend die infizierten Zellen sterben,
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vermehren sich gleichzeitig die nicht infizierten Zellen. Die Zahl der Neuinfektionen durch freigesetzte Chlamydien
reicht nicht aus, um diese Effekte auszugleichen. Méglicherweise bewirkt de Zytokinausschittung der infizierten

Zellenin den nicht infizierten Zellen auch einen gewissen Schutz vor Infektion.

2.1.3. Zentrifugation

Es lag bereits eine Untersuchung zur Infektion von peripheren Blutmonozyten mittels Zentrifugation vor (Kaukoranta-
Tolvanen et al. 1996a). Hier wurde eine vermehrte Sekretion von TNF-a, IFN-a und 11-6 nach Infektion der Zellen
mittels Zentrifugation im Vergleich zu Infektion ohne Zentrifugation festgestellt, wobei Zentrifugation von nicht
infizierten Zellen keinen Einfluss auf deren Zytokinsekretion hatte. Die Autoren stellten die Hypothese auf, dass durch
Zentrifugation die Infektionsrate steigt, belegten dies aber nicht mit entsprechenden Untersuchungen. Fur Kulturzellen
hatten wir bereits gezeigt, dass sich die Infektionsrate durch Zentrifugieren von nahe 0 auf 100% steigern l&sst (Abb.7).
Wir konnten bestétigen, dass sich durch Zentrifugation auch in Monozyten die Infektionsrate steigern lasst (Tabelle 2).
Dieser Effekt war bei niedrigen Infektionsraten ausgepragter als bei hohen Infektionsraten (Daten nicht gezeigt). Die
maximal mdgliche Infektionsrate lief? sich durch Zentrifugation allerdings nur leicht anheben (Tabelle 2). Wir sahen im
Gegensatz zu oben genannter Gruppe (Kaukoranta-Tolvanen et al. 1996a) auch nach Zentrifugation bei niedrigen
Zentrifugations-Geschwindigkeiten eine Aktivierung und Schadigung der Zellen (Tabelle 2). Es ist anzunehmen, dass
die von uns bestimmte CD14 Expression ein sensitiverer Marker fir unspezifische Aktivierung von Monozyten ist als
die Sekretion von TNF-a, IFN-a und I1-6. Dass periphere Blutmonozyten unempfindlicher gegeniuiber Zentrifugation
als die Monozyten-Zdlinie MM®6 sind, ist eher unwahrscheinlich. Ob die héheren Infektionsraten eine direkte Wirkung
der Zentrifugation oder eher eine Folge der unspezifischen Aktivierung (siehe folgenden Abschnitt 2.4) der Monozyten
war, lasst sich nicht beurteilen. Die geringe Wirkung der Zentrifugation auf Monozyten im Vergleich zu Epithelzellen
konnte dadurch erkléart werden, dass einige Monozyten von sich aus (im Gegensatz zu Epithelzellen) phagozytotisch
oder endozytotisch aktiv sind und auch ohne Zentrifugation die Chlamydien aufnehmen, wahrend andere Monozyten
sich in einem nicht infizierbaren Zustand befinden.

Fur immunologische Untersuchungen kam eine Zentrifugation wegen der unspezifischen Zell-Aktivierung in keinem

Fall in Frage.

2.14. Einflusseiner Aktivierung der Monozyten durch LPS bzw. von FCS Entzug

Zum Einfluss unspezifischer Aktivierung von Monozyten auf die Infizierbarkeit durch Chlamydien lagen keine Berichte
vor. Wir schien denkbar, dass aktivierte Monozyten freie Elementarkdrperchen in hGherem Mal3e phagozytieren und
damit stérker infiziert werden.

Durch Aktivierung mittels Zusatz von LPS lief}en sich die 48 Stundenwerte der Infektionsrate tatsdchlich in
verschiedenen Monozytenzellinien erheblich steigern (Abb. 19). 72 Stunden nach Infektion war die Infektionsrate der
aktivierten Zellen allerdings auf ein &hnliches Niveau wie in den nicht aktivierten Zellen zuriickgegangen (Abb. 19).
Die vermehrt aufgenommenen Chlamydien scheinen also nicht zu produktiver Infektion zu fiihren, sondern abgebaut zu
werden. Diese These wird durch weitere Versuche gestiitzt in welchen der LPS-Effekt durch Hemmung der
Phagozytose mittels Cytochalasin D aufgehoben wurde (Daten nicht gezeigt). Aus LPS behandelten Zellen lief3en sich
trotz hoherer Infektionsrate nicht mehr Hep-Zellen infizieren als aus nicht aktivierten infizierten Zellen (Daten nicht

gezeigt).
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Fur Epithelzellen waren signifikante Steigerungen der Infektionsrate durch FCS freie Kultur erzielt worden (Maass et
al. 1993). Der Grund hierfir ist nicht bekannt. Auf den Monozytenzellinien lie sich mittedls FCS-Entzug nur ein
unbedeutender Anstieg der Infektionsrate erzielen.

Eine Behandlung von Monozyten mit LPS oder FCS Entzug zur Steigerung der Infektionsrate ist also nicht sinnvall,
insbesondere da zu erwarten ist, dass diese Behandlungen trotz des nur geringen Einflusses auf die Infektionsrate,

andere Eigenschaften der Monozyten erheblich beeinflussen.

2.1.5. Infektion ver schiedener monozytéarer Zellen

Bisher waren nur U-937, MM6 und periphere Blutmonozyten experimentell mit C. pneumoniae infiziert worden
(Numazaki et al. 1995:Heinemann et al. 1996;Kaukoranta-Tolvanen et al. 1996a). Eines unserer Ziele war,
verschiedene Monozyten auf ihr immunologisches Verhalten nach Chlamydieninfektion zu vergleichen. Zunéchst
mussten diese Zellen auf ihre Infizierbarkeit Gberprift werden. Da ein Fernziel in weiterfUhrenden Experimenten an der
lebenden Maus lag, wurden ANA - und RAW-Zellen (murine Makrophagenzellinien) und dendritische Zellen (DC) der
Mausin diese Untersuchungen mit einbezogen.

Alle untersuchten Zellen (MM6, THP-1, RAW, ANA, HPBMC, DC) erwiesen sich als gut infizierbar und sind somit
fur weiterfihrende Untersuchungen geeignet (Abb. 18-20). Die THP-1 Zelle erwies sich als etwas besser infizierbar as
die anderen Monozytenzellinien. Sie hat allerdings gegentiber der MM6 den Nachteil, dass sie weniger differenziert ist
und damit for immunologische Analysen weniger geeignet ist (siehe folgendes Kapitel: 3 Expression von
Oberflachenrezeptoren).

Fur die murinen RAW-Zellen war bereits bekannt, dass sie durch C. trachomatis infizierbar sind (Ingalls et al. 1995).
Wir konnten hier zum ersten mal zeigen das auch C. pneumoniae RAW-Zellen infizieren kann, und diese Zelle damit
fur weiterfihrende Experimente geeignet ist.

Die murine ANA Zelle wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmalig mit Chlamydien infiziert. Auch diese Zelle erwies
sich alsinfizierbar und damit fir weitergehende Versuche geeignet..

Periphere Blutmonozyten waren bereits vor einigen Jahren erfolgreich mit C. trachomatis und C. psittaci infiziert
worden (Carlin et al. 1989;Manor & Sarov 1986).

Bei unseren Infektionsversuchen mit C. pneumoniae bildeten sich Einschliisse peripheren Blutmonozyten (Bild 10). Die
Einschllsse waren allerdings unregelmédig geformt (Bild 10). Die Infektion lief3 sich im Gegensatz zu den getesteten
Monozyten-Zellinien (MM6 und THP-1) nicht auf Kulturzellen Gbertragen.

Auch Arienne et al. demonstrierten parallel zu uns die Infizierbarkeit von Blutmonozyten mit C. pneumoniae (Airenne
et al. 1999;Airenne et al. 2000). Bei Infektionsraten von his zu 90% sahen sie im Konfokalmikroskop &hnlich
deformierte Einschliisse wie wir. Trotz der hohen Infektionsraten konnten auch sie die Infektion nicht auf Kulturzellen
Ubertragen. Arienne et al. konnten aber mittels RT-PCR zeigen, dass die Chlamydien metabolisch aktiv bleiben. Es ist
also anzunehmen, dass es in peripheren Monozyten eher zu einer persistierenden als einer produktiven Infektion
kommt.

Als besonders gut infizierbar erwiesen sich die murinen dendritischen Zellen (DC). Hier lief®en sich nicht nur
erstaunlich hohe Infektionsraten erzielen, es kam auch zu einer Dauerinfektion, die selbst nach 14 Tagen kaum an
Stérke eingebiifdt hatte und zur Bildung infektitser EK fihrte (siehe Bild 10). Dendritische Zellen, nehmen durch ihre
Fahigkeit Antigene zu prasentieren, mit anderen Zellen wie T-Zellen zu interagieren und eine Grol3zahl von

Interleukinen zu produzieren eine Schlisselstelle im Immunsystem ein. Fir C. trachomatis konnte bereits gezeigt
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werden, dass dendritische Zellen infizierbar sind und chlamydiale Epitope zu préasentieren die in Verbindung mit 11-12
eine Immunantwort Gber Thl-Zellen ausldsen (Ojcius et al. 1998a;Gibdllini et al. 1998;Lu & Zhong 1999).

Esist also davon auszugehen, dass DCs eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der durch C. pneumoniae verursachten
Krankheitshilder spielen. Es ist mittlerweile bekannt, dass DCs auch bei der Entstehung der Arteriosklerose eine
Bedeutung zukommt (Bobryshev et al. 1999;Lord & Bobryshev 1999), hier wére also eine Verbindung denkbar. Mit der
Erkenntnis der hervorragenden Infizierbarkeit der DC wurde also ein hoch interessantes Target fur weitergehende
immunol ogische Untersuchungen gefunden. An diese Arbeit anschliefRende Untersuchungen konnten unter Verwendung
dendritischer Zellen bereits zur Entschliisselung der Signaltbertragung bei Chlamydieninfektion durch Tol-Rezeptoren
beigetragen (Prebeck et al. 2001).
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2.2. Expression von Oberflachenrezeptoren

22.1.CD14

Das CD14 Antigen wird auf myelomonozytéren Zellen exprimiert. Es dient als Rezeptor fir den Komplex aus
Lipopolysacharid und lipopolysacharidbindendem Protein (LBP). CD14 reguliert ein Signalsystem, welches an der
Steuerung der Immunantwort von myelomonozytischen Zellen auf LPS wesentlich beteiligt ist (Wright et al. 1990b).
Die durch LPS via CD14 ausgel6ste Immunantwort umfasst u.a. die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kappa-B
und die Verstarkung der Adhéarenz (Wright et al. 1990a;Hmama et al. 1999). Auch die Phagozytose gramnegativer
Bakterien wird durch CD14 vermittelt (Schiff et al. 1997). CD14 wird durch LPS hoch reguliert, kann allerdings auch
durch unspezifische M echanismen, selbst an L PS-toleranten Zellen, induziert werden (Ziegler-Heitbrock et al. 1988).

Es konnte bereits gezeigt werden, dass dieses Signalsystem bei der Immunreaktion auf C. trachomatis eine wesentliche
Rolle spielt (Ingalls et al. 1995). Chlamydiales LPS fuhrt hier nach Bindung an CD14 zu einer Aktivierung von NFkB
und Ausschittung von TNF-a (Ingalls et al. 1995). Auch fur Infektionen von MM6 mit C. pneumoniae war bereits
gezeigt worden, dass es zu einer Hochregulation von CD14 kommt (Heinemann et al. 1996).

Wir konnten auf der MM6 eine Dosis-abhangige Hochregulation von CD14 (Abb. 23) demonstrieren. Nach raschem
Erreichen eines Maximums innerhalb von 48 Stunden lief3 sie innerhalb einer Woche in demselben Male wie die
Infektionsrate nach (Abb. 23). Wir konnten damit die Befunde von Heinemann et al. (Heinemann et al. 1996) bestétigen
und ergénzen. Zum anderen wurden durch diese Ubereinstimmung auch unsere Me3methoden bestétigt.

Es ist anzunehmen, dass die Hochregulation von CD14 unter anderem durch chlamydiales LPS bewirkt wird. Auch fir
C. trachomatis war bereits gezeigt worden, dass LPS zu einer Zellaktivierung und Bildung von TNF-a und I1-6 fuhrt
(Ingalls et al. 1995;Rotherme et al. 1989). Vermutlich ist auch LPS an der durch C. pneumoniae verursachten
Ausschittung von TNF-a und 11-6 (Kaukoranta-Tolvanen et al. 1996b) sowie weiterer chemotaktischer Faktoren
beteiligt. TNF-a und 11-6 spielen eine wichtige Rolle bei der Abwehr der Chlamydien unter anderem durch die
Aktivierung von T-Zellen und NK-Zdlen (Williams et al. 1998). In jedem Fall I&sst sich an der Hochregulation von
CD14 eine Aktivierung der Monozyten durch C. pneumoniae ablesen. Die Frage welche chlamydialen Strukturen dies

Uber welche M echanismen ausldsen bedarf noch der Klérung.

2.2.2. MHC-l und 11

MHC-Molekile sind Glykoproteine, die innerhalb einer peptidbindenden Furche Antigene prasentieren kénnen. Die
Antigene werden innerhalb der Zelle an das MHC gebunden und anschlief3end an die Zelloberflache transportiert, wo
der kombinierte Ligand von T-Zellen erkannt werden kann.

MHC-I-Moleklle werden auf sémtlichen Korperzellen exprimiert, sie binden Peptide von Proteinen, die im Zytosol
abgebaut werden. Eine Rolle bel der Immunabwehr spielt hier besonders die Bindung viraler Peptide und zelleigener
Peptide von Tumorzellen. Dieser MHC-I-Ag-Komplex wird von passenden CD8-T-Zellen erkannt, welche daraufhin
die présentierenden Zellen téten.

MHC-II-Molekile werden nur von professionellen, Antigen prasentierenden Zellen, wie Makrophagen und B-Zellen,
exprimiert. Die prasentierten Peptide stammen im Allgemeinen aus Proteinen, die in angesduerten Vesikeln abgebaut
wurden. MHC-II-Molekiile werden durch CD4-T-Zellen erkannt. Uber komplizierte Kaskaden kommt es zu einer

Aktivierung der prasentierenden Zellen und zu einer Weiterdifferenzierung der T-Zellen. Abhangig von Interleukinen
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wie 11-1, IL-10 und 11-12 und weiteren Faktoren entwickeln sich die T-Helferzellen entweder zu Thl- oder Th2-Zellen.
Thi-Zellen fihren eher zu einer zellvermittelten Immunitét, wahrend Th2-Zellen eher die humorale Abwehr aktivieren.

Zu MHC-I Expression durch C. pneumoniae lagen bisher keine Daten vor. Chronische Infektion mit C. psittaci fihrt
bei Mausen zu einer vermehrten Expression von MHC-I auf Peritonealmakrophagen (Guagliardi et al. 1987). Bel
Infektionen von Mausen mit C. trachomatis werden Antigene auf MHC-I présentiert und von zytotoxischen T
Lymhpozyten erkannt (Starnbach et al. 1994;Igietseme et al. 1994). Infektion von CD8 depletierten Mausen mit C.
trachomatis sprechen fir eine Beteiligung der MHC-I-CD8 Interaktion bei der Bek&mpfung der Chlamydieninfektion
(Magee et al. 1995). Fur humane Infektionen mit C. trachomatis konnte ex vivo gezeigt werden, dass auf MHC-I
Epitope des MOMP présentiert werden und damit eine CD8(+) T-Zellantwort induziert wird (Kim et al. 2000).

Bei unseren Messungen auf der MM6 wurde MHC-I durch die Infektion mit C. pneumoniae deutlich hoch reguliert
(Abb. 26). Esist anzunehmen, dass diese Hochregulation eine vermehrte Prasentation von chlamydialen Antigenen und
verstarkte Aktivierung von CD8-T-Zellen erméglicht, und damit auch bei Infektion mit C. pneumoniae einen wichtigen

Betrag zur Elimination der Chlamydien leistet.

Mittlerweile wurde fur C. trachomatis auf Epithelzellinien gezeigt, dass dieser Keim die durch IFN-ginduzierte
Expression von MHC-I inhibiert (vermutlich durch Degradation des Transkriptionsfaktors RFX5)(Zhong et al. 2000).
Auch fir C. pneumoniae konnte eine solche Hemmung nun auf Monozyten gezeigt werden, die hier alerdings auf die
Ausschittung von IL-10 zurtickgefiihrt wird. Chlamydien begrenzen vermutlich auf diese Weise, éhnlich wie andere
intrazellulére Erreger (Brodsky et al. 1999) die fur sie bedrohliche CD-8 Zellantwort.

MHC-II wird auf Alveolarmakrophagen durch Infektion mit C. pneumoniae vermehrt exprimiert (Redecke et al. 1998).
Weitere Verdffentlichungen lagen zu Infektionen von Makrophagen und dendritischen Zellen mit C. trachomatis und C.
psittaci vor. Hier wurde eine vermehrte Expression von MHC-II festgestellt (Ojcius et al. 1998b;Ojcius et al.
1997;Guagliardi et al. 1987;Thomas et al. 1993). Bel der Maus ist die Expression von MHC-II Voraussetzung fur die
effektiven Bekdmpfung einer Infektion des Genitaltraktes oder Lunge mit C. trachomatis (Stagg et al. 1998;Williams et
al. 1997).

Auf den von uns verwendeten MM6 und THP-1 wurde durch C. pneumoniae keine MHC-I1 Expression ausgel Ost
(Abb.27).

Zhong fanden eine Hemmung der durch IFN-g induzierbaren MHC-II Expression durch Infektion mit C. trachomatis,
(bei gleichzeitiger Degradation des upstream stimulatory factor | (USF1), der fur die Induktion des class Il
transactivators (CIITA) bendtigt wird). (Zhong et al. 1999). Es ist zu vermuten, dass sich C. trachomatis auf diese
Weise, wie fur weitere intrazellulére Erreger beschrieben (Brodsky et al. 1999), vor den Angriffen des Immunsystems
schitzt.

Da unsere Zellen auch nach Zugabe von aktivierenden Substanzen wie LPS nur geringe Mengen MHC-II exprimierten
(Daten nicht gezeigt), sind weitere Experimente an frischen MHC-II exprimierenden Zellen (Ziegler-Heitbrock et al.
1988;Tsuchiya et al. 1980) nétig, um die Regulation von MHC-II abschlieflend beurteilen zu kénnen. Es ist gut
vorstellbar, dass C. pneumoniae dhnlich wie C. trachomatisin die Expression von MHC-II eingreift.



2.2.3.CD %4

Das interzelluldre Adhasionsmolekil CD54 oder ICAM-1 &hnelt seinem Aufbau den Immunglobulinen. Es wird auf den
verschiedensten Zellarten, inklusive Leukozyten und Endothelzellen exprimiert. Durch eine Reihe von Zytokinen, wie
TNF-a, II-1, und IFN-g kann es induziert werden. Es bindet an das CD11a/CD18-Integrin (LFA-1) und an das
CD11b/CD18-Integrin (Mac-1) auf Leukozyten, an CD43 auf Leukozyten (mdglicherweise antiadhasiv), an Fibrinogen,
an den Matrix-Faktor Hyaluronan, an Rhinoviren und an mit Plasmodium falciparum infizierten Erythrozyten. Die
Expression wird im Wesentlichen durch Transkription reguliert. ICAM erfullt verschiedene Funktionen bei
Entziindungsprozessen. Es dient al's kostimulatorisches Molekll auf Antigen prasentierenden Zellen bei der Aktivierung
von T-Zellen. Auf dem Endothel spielt es eine wichtige Rolle bei der Migration von L eukozyten.

Zu Beginn unserer Untersuchungen verdffentlichten Vanessa Redecke et al. ihre Ergebnisse, wonach die Expression
von ICAM auf Alveolarmakrophagen bei Infektion mit C. pneumoniae unverandert bleibt (Redecke et al. 1998). Auf
Endothelzellen war vermehrte Expression von ICAM nach Infektion mit C. pneumoniae bereits 1996 beschrieben
worden (Kaukoranta-Tolvanen et al. 1996a). Wahrend unserer Arbeiten erschienen zwei weitere Verdffentlichungen,
die diese Befunde bestétigten (Krull et al. 1999b;Kol et al. 1999).

Be mit C. trachomatis infizierten Mé&usen wurde, zusétzlich zu der ICAM Expression auf Endothelzellen, an ICAM
bindende infiltrierenden T-Zellen nachgewiesen (Perry et al. 1998). Die Kokultivierung C. trachomatis-infizierter
Endothelzellen mit CD4+Thl Zellen fihrt zu einer deutlichen Suppression des Chlamydien-Wachstums. Durch
Blockade von ICAM auf den Endothelzellen wird diese Suppression aufgehoben (Igietseme et al. 1999;lgietseme et al.
1996). Die durch CD8(+) T-Zellen vermittelte Lyse C. trachomatis infizierter l-Zellen war von der Expression von
ICAM-1 abhangig (Beatty & Stephens 1994).

Wir konnten zeigen, dass eine Infektion mit C. pneumoniae auf MM6 und THP-1 zu einer, von der Infektionsdosis
abhangigen, Hochregulation von CD54 fuhrt (Abb. 28, 29), die nach 1 bis 2 Tagen ihren Maximalwert erreicht und
anschliefend mit der Infektionsrate langsam zu dem Ausgangswert zurlickkehrt (Abb. 31, 32). Alle Zellen einer
infizierten Charge regulierten CD54 hoch, die infizierten Zellen allerdings in htherem Malie as die nicht infizierten.
Dies ist ein Hinweis, dass die Hochregulation nicht nur eine unspezifische Antwort auf die Ausschiittung von
Interleukinen wie TNF-a und IFN-gist. Die Daten legen nahe, dass CD54 bei der Abwehr von C. pneumoniae, wie fir
C. trachomatis vermutet (Igietseme et al. 1999;Igietseme et al. 1996), einen wichtigen Beitrag leistet, indem es als
kostimulatorisches Mol ekl zur Aktivierung von T-Zellen beitragt.

Gleichzeitig bewirkt die Expression von CD54 aber eine vermehrte Adhdsion der Monozyten an Geféfdwanden.
Infizierte Monozyten werden aso durch diese Hochregulation von CD54 in erhohtem MalRe an Geféalwanden
adhérieren. Diese Expression von CD54 kdnnte also neben der protektiven Wirkung, die Verbreitung der Chlamydien in

die Geféfdwande begiinstigen.

2.24.CD71

CD71 der Transferrinrezeptor wird auf alen proliferierenden Zellen inklusive aktivierten Leukozyten exprimiert. Er
vermittelt die endozytotische Aufnahme von an Transferrin gebundenem Fe3+ in die Zelle. Die Synthese des
Transferrinrezeptors wird auf der posttranskriptionellen Ebene durch zellulére Faktoren sowie durch iron regulatory
protein | (IRPI) und Il (IRPII) reguliert. Die Aktivitét der IRP ist abhangig von den Eisenvorréten der Zelle, wird aber
auch durch verschiedene Formen , oxidativen Stresses* und Stickoxid beeinflusst (Ponka 1999). Durch IFN-gwird der
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Transferrinrezeptor herunter reguliert, dadurch entsteht ein intrazellulérer Eisenmangel, welcher das Wachstum
mikrobidler Erreger hemmt (Byrd & Horwitz 1993).

Zu CD71 und C. pneumoniae lagen bisher keine Daten vor. Fir C. trachomatis konnte auf RT4-Zellen (epitheliale
Zellinie) gezeigt werden, dass es zu einer leichten Herabregulation des CD71 kommt (von 96% auf 77%). Neben der
Stickstoffoxidinduktion, dem Tryptophankatabolismus und weiteren unbekannten Mechanismen trégt dieser Effekt
vermutlich zur Inhibierung des Wachstums von C. trachomatis bei (Igietseme et al. 1998).

Wir stellten auf der MM6 eine verminderte CD71-Expression nach Chlamydieninfektion fest (Abb. 33). Es ist
wahrscheinlich, dass diese Herabregulation von CD71 wie fur C. trachomatis bereits vermutet (Igietseme et al.
1998;Raulston 1997), auch bel Infektion mit C. pneumoniae zu einer Verminderung des intrazelluléren Eisens fuhrt und
auf diese Weise die Vermehrung der Chlamydien inhibiert. Diese These wurde durch weitere Experimente gestiitzt, in
denen durch Zusatz von Eisen die Infektionsrate gesteigert werden konnte (Daten nicht gezeigt). Die Herabregulation
von CD71 betraf infizierte wie nicht infizierte Zellen. Es ist anzunehmen, dass die nicht infizierten Zellen durch einen
von den infizierten Zellen ausgeschiitteten Botenstoff wie IFN-g (Byrd & Horwitz 1993) zu Herabregulation von CD71
anregt werden. Der so induzierte intrazelluldre Eisenmangel durfte also neben anderen Mechanismen dazu beitragen die

Infektion mit C. pneumoniae zu bekdmpfen und die Ausbreitung zu begrenzen. Vermutlich ist dies einer der Wege Uber

welchen IFN-gdas Chlamydienwachstum inhibiert (Byrd & Horwitz 1993).

2.2.5. CD80/86
CD80 oder B7.1, und CD86 oder B7.2 sind strukturverwandte, homodimere Glykoproteine aus der

Immunglobulinsuperfamilie. lhre funktionellen Unterschiede sind noch nicht genau geklart. Sie werden ausschliefdlich
auf aktivierten Zellen des Immunsystems exprimiert, ihre Hauptaufgabe besteht in der Steuerung der T-Zellaktivierung
as Kostimulatoren. Dendritische Zellen, starke T-Zellaktivatoren tragen konstitutiv B7 Molekile an ihrer Oberflache
(Ni & ONell 1997). Ruhende Makrophagen exprimieren keine B7 Molekule. Erst nach Aufnahme unldslicher
Antigene wie Mikroorganismen werden MHC-II und B7 hoch reguliert, und prozessierte Antigene des
Mikroorganismus présentiert. Verschiedenste bakterielle Komponenten koénnen allerdings auch einzeln eine
Hochregulation von CD80 und CD86 bewirken. Beispiele hierfir sind Choleratoxin und LPS (Foss et al. 1999). Ebenso
flhren verschiedene Zytokine wie GM-CSF und IFN-g sowie die Interaktion von CD40 und CD40L zu einer
vermehrten Expression der B7 Molekile (Jollow et al. 1999). Naive T-Zellen werden nur aktiviert, wenn ihnen
zusétzlich zu einem passenden Antigen kostimulatorische Molekile prasentiert werden. Auf diese Weise regulieren
CD80 und 86 auch die Selbsttoleranz. Wird ein Antigen ohne Verbindung mit CD80/86 préasentiert, flhrt dies bei den
entsprechenden T-Zellen zu Anergie oder Apoptose (Slavik et al. 1999).

Uber die Expression der B7 Molekille im Verlauf von Chlamydieninfektionen war bisher sehr wenig bekannt. Bei mit
C. trachomatis infizierten BALB/c Mausen wurde eine Population mononukledrer Zellen gefunden, welche neben
CD45 und MHC-II auch CD86 und CD40 exprimierten und in der Lage waren, T-Zellen spezifisch zu aktivieren (Stagg
et al. 1998).

Andere intrazelluldre Erreger wie Toxoplasmen oder Leishmanien bewirken teilweise eine Verminderung der
Expression der B7-Molekiile und verhindern so eine effektive Abwehr (Fischer et al. 1999;Pindli et al. 1999).

Fur CD80 konnten wir auf der MM6 und der THP-1 nur einen geringen Anstieg der Expression feststellen (Abb. 34).

Da uns kein biotinmarkierter Isotyp zur Verfligung stand kdnnen wir nicht ausschlief3en, dass diese geringen



Veranderungen durch Férbeartefakte zustande kamen, insbesondere da wir bei der Etablierung der Farbetechniken mit
biotinmarkierten AK bei vorfixierten Zellen falsch hohe Werte gemessen hatten.

Es ist durchaus denkbar, dass Chlamydien éhnlich wie fir MHC-11 beschrieben die Expression von CD80 inhibieren um
sich auf diese Weise vor der Immunantwort zu schiitzen. Um diese Frage beurteilen zu kénnen sind allerdings noch
weitere Experimente an Zellen die B.7.1. exprimieren z.B. dendritischen Zellen nétig.

Fur CD86 fanden wir eine deutliche Dosis-abhéngige Hochregulation auf MM6 (Abb. 35), die nach 48 Stunden ihr
Maximum erreichte und anschlief3end innerhalb von 1 bis 2 Wochen wie die Infektionsrate auf ihren Ausgangswert
zuriickging (Abb. 36). Dese vermehrte Expression zeigte sich auf allen infizierten Zellen, gleichzeitig aber auch auf
einem Grof3teil der nicht messbar infizierten.

Es ist davon auszugehen, dass CD86 wahrend der Immunantwort auf Infektion mit. C. pneumoniae an der Aktivierung
von T-Zellen beteiligt ist. T-Zellen insbesondere Thil-Zellen spielen eine wichtige, wenn nicht die entscheidende Rolle
bei der wirksamen Bekampfung einer Infektion mit C. trachomatis und C. pneumoniae (Halme & Surcel 1997;Morrison
& Morrison 2000).



2.3. Einflussvon C. pneumoniae auf Apoptosein Monozyten und Endothelzellen

Apoptose dient neben vielen anderen Funktionen als Abwehrmechanismus des Korpers gegen intrazellulére Erreger.
Diesen wird durch Apoptose ihre Nahrungsgrundlage entzogen und sie werden dem Abwehrsystem des Koérpers
ausgeliefert (Gao & Kwaik 2000). Apoptose wird hierbei in der Zelle durch hochspezifische Enzyme u.a. den Caspasen
reguliert. Bisher sind 14 verschiedene Caspasen von unterschiedlicher Wichtigkeit und Funktion bekannt, wobei der
Caspase 3 eine Schliusselstellung im Apoptoseprogramm der Zelle zukommt (Kroemer 1999;Earnshaw et al. 1999). In
den letzten Jahren stellte sich heraus, dass verschiedenste intrazellulére und fakultativ intrazellulére Erreger in das
Apoptoseprogramm eingreifen. Einige Erreger 10sen Apoptose aus (z.B. Salmonella, Shigella, Legionella) (Gao &
Kwaik 2000) andere insbesondere Viren inhibieren eher Apoptose (Meinl et al. 1998). Fur C. pneumoniae gab es bisher
keine Daten zu Apoptose. Fur C. psittaci und C. trachomatis lagen scheinbar widerspruchliche Veroffentlichungen vor,
die zum einen Teil von Apoptose-Ausldsung zum anderen Teil von Apoptose-Inhibition durch Chlamydien berichteten
(Fan et al. 1998;Gibdlini et al. 1998;Ojciuset al. 1998c).

Wir konnten fir C. pneumoniae ApoptoseAuslidsung durch hohe Chlamydiendosen auf insgesamt 5 Epithel- und
Makrophagenzellinien mittels dreier unterschiedlicher Techniken (Mikroskop (siehe Abb. 1, 2), FACS (Abb. 38, 40, 41,
42) und DNA Fragmentation (Abb. 39 ) zeigen. Wir bestétigten damit diesen schon fur C. trachomatis und C. psittaci
beschrieben Effekt (Gibdlini et al. 1998;Ojcius et al. 1998c) auch fir C. pneumoniae. Deutliche Apoptose war
fruhestens 24 Stunden nach Infektion nachweisbar und nahm dann im Laufe der Infektion zu. Dies zeigt, zusétzlich zu
den unterschiedlichen verwendeten Nachweistechniken, dass tatsachlich Apoptose und kein zytopathischer Effekt fr
den Tod der Zellen verantwortlich ist. Die durch hohe Chlamydienmengen Uber einen zytopathischen Effekt bewirkte
Zellnekrose setzt sofort ein und ist unabhangig von der Vitalitét der Chlamydien (Moulder et al. 1976). Unsere Daten
stehen in Ubereinstimmung mit Gibellini et al. und Ojcius et a. die in mit C. trachomatis und C. psittaci infizierten
Zellen eine zunehmende Apoptose mit Maximum nach 92 Stunden feststellten (Gibdlini et al. 1998;Ojcius et al.
1998c).

Wie Chlamydien Apoptose ausldsen ist noch unklar. Eine Moglichkeit wére, dass die grol3e Menge proliferierender
Chlamydien in der Zelle Apoptose durch bisher nicht genauer charakterisierte Mechanismen auslost. Ein solcher
Mechanismus kénnte z.B. die Blockierung der DNS-Synthese oder der Verbrauch zellulérer Substrate sein. Es ist
nachvollziehbar und belegt , dass es bel Infektion zu Substratmangel in der Zelle kommt (Moulder 1991). Es ist auch
bekannt, dass Chlamydieninfektion die DNS-Synthese der Wirtszelle blockiert, und dass infizierte Zellen langer in der
S-Phase des Zellzyklus bleiben (Moulder 1991). Fiir solche Mechanismen spricht, dass Apoptose erst zu einem spéten
Zeitpunkt der Infektion ausgel6st wird. Gegen diese These spricht unsere Beobachtung, dass Apoptose besonders in
nicht infizierten Zellen ausgeldst wird (siehe Abb. 40, Bild 1, 2). Eine Erklarung fur diese Beobachtung wére, dass
infizierte Zellen Apoptose induzierende Faktoren wie TNFa freisetzen und dadurch die umgebenden Zellen in die
Apoptose treiben. Gegen Interleukine als einzige Ursache spricht, dass nach kompletter Hemmung der zellulédren
Proteinsynthese durch Cycloheximid nahezu unvermindert Apoptose ausgeldst wurde (Abb. 42). Ahnliche Befunde
erhoben Gibellini et a. auch fur C. trachomatis und C. psittaci in Kulturzellen (Gibdlini et al. 1998). Denkbar ist, dass
Chlamydien selbst Faktoren freisetzen, die in den umgebenden Zellen Apoptose ausldsen, wahrend die infizierten
Zellen selbst durch die Infektion vor Apoptose geschiitzt sind (siehe unten). In Analysen des Genoms von C.
pneumoniae wurden Gene flr ein Typ |11 Sekretionssystem gefunden. Die Chlamydien wéren also theoretisch in der

Lage ein Apoptose ausldsendes Protein in zu sezernieren (Kaman et al. 1999). Diese These wird gestiitzt durch die
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Beobachtung, dass Apoptose ausschliefflich durch lebende Chlamydien, nicht aber durch UV inaktivierte C.
pneumoniae ausgeldst wurde (Abb. 38, 41, 42). Ojcius et a. hatten an Epithel und Makrophagenzellinien eben solche
Befunde fir C. trachomatis erhoben (Qjcius et al. 1998c).

Interessant war auch, dass Inhibierung der Caspase 3 in unseren Versuchen die A poptose-Ausl6sung durch Chlamydien
nicht verhinderte (Abb. 40, 42). Ojcius et a. kamen fur C. psittaci zu &hnlichen Ergebnissen und schlugen eine von
Caspasen unabhangige Ausldsung der Apoptose z.B. durch das seit kurzem bekannte proapoptotische Protein Bax vor
(Ojcius et al. 1998c). Auch die alenfalls minimae Hochregulation des, fur die Apoptose-Ausldsung Uber Caspase 8
wichtigen, Fas-Rezeptors in unseren Versuchen (Daten nicht gezeigt) ist ein Hinweis fir einen von Caspasen
unabhangigen Weg.

Gleichzeitig mit der Apoptose-Ausldosung stellten wir eine Inhibierung der Apoptose durch Apoptosegifte bei
Chlamydieninfektion fest, wobei auch noch sehr kleine Chlamydienmengen Apoptose wirksam inhibierten. Eine solche
Hemmung war bereits fir C. trachomatis beschrieben worden (Fan et al. 1998). In diesen Untersuchungen zu C.
trachomatis schien die Inhibierung der Apoptose von der funktionierenden Proteinsynthese der Chlamydien abhangig
zu sein, nicht aber von der Proteinsynthese der Wirtszelle (Fan et al. 1998). Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen
stellten wir auch nach Zugabe UV-inaktivierter Chlamydien eine deutliche Inhibierung der Apoptose fest (Abb. 41, 42).
Schon in den Elementarkdrperchen von C. pneumoniae scheinen also Apoptose inhibierende Substanzen enthalten zu
sein. Dafr spricht auch der friihe Beginn der antiapoptischen Wirkung. Fan et al. konnten zeigen, dass C. trachomatis
wie auch andere intrazelluldre Erreger durch Unterdriickung der Caspase 3 die Apoptose inhibiert (Fan et al. 1998). Ein
solcher bereits vermuteter Mechanismus konnte mittlerweile auch fir C. pneumoniae demonstriert werden (Daten nicht
gezeigt).

Auf den ersten Blick erscheint die gleichzeitige Ausldsung und Inhibierung der Apoptose durch Infektion mit
Chlamydien widersprichlich. Apoptose ist ein Abwehrmechanismus der eukaryoten Zelle gegentiber intrazelluléren
Erregern. Intrazellulére Erreger profitieren von der Inhibierung der Apoptose. Man nimmt an, dass die Mechanismen
der Apoptosehemmung der intrazelluldren Erreger als Antwort auf die Abwehr der Wirte entstanden (Gao & Kwaik
2000). Es ist also einleuchtend, dass bei Chlamydieninfektion Apoptose (als Abwehrfunktion der Zelle) gleichzeitig mit
Apoptosehemmung (al's Schutzmechanismus der Chlamydien) zu beobachten sind.

Erstaunlich war, dass Chlamydien auch nach Blockade der Proteinsynthese der Zellen und Inhibierung der Caspasen
Apoptose auslosten. Méglicherweise haben Chlamydien einen bisher unbekannten Mechanismus entwickelt in der
Wirtszelle Apoptose auszulésen. Die Chlamydien kdnnten auf verschiedene Weise von Apoptose-Ausldsung
profitieren. Nach Freisetzung Chlamydien aus einer apoptotischen wird vermutlich eine fir die Chlamydien weniger
bedrohliche Immunreaktion ausgelost wird, as durch andere Freisetzungsmechanismen. Die sich an Apoptose
anschlieflende Phagozytose kdnnte anschliefiend die Verbreitung der Chlamydien begunstigen.

Die Freisetzung eines apoptotischen Faktors in die Umgebung der infizierten Zelle, kdnnte auch die Zellen der
Immunabwehr wie T-Zellen und Makrophagen in die Apoptose treiben und damit die Chlamydien vor Angriffen des
Immunsystems schiitzen.

Im Moment lasst sich Uber Ursache und Weg der Apoptose-Ausldsung sowie Ursache der Apoptose-Inhibierung nur
spekulieren. Esist aber anzunehmen, dass sowohl Auslésung wie Induktion von Apoptose eine wichtige Bedeutung bei
der Pathogenese von Chlamydieninfektionen zukommt. Interessant ist in dem Zusammenhang mit der Diskussion tber
C. pneumoniae und Arteriosklerose auch, dass Apoptose eine wichtige Rolle bei der Arteriosklerose zugeschrieben wird
(Walsh & Isner 2000;Matturri et al. 2000).



Mit oben genannten Daten wurde also ein hochinteressantes Forschungsgebiet ertffnet, das hoffentlich bald zum
Verstandnis der Pathogenese von Chlamydieninfektionen und Apoptosemechanismen beitragen wird. Die hier
vorliegenden Ergebnisse gaben bereits den Anstol3 zu tiefer gehenden Untersuchungen an der TU M inchen im Rahmen
eines DFG-Projektes (Fischer et al. 2001). Nun soll das fir Apoptoselnhibition verantwortliche Protein kloniert

werden und sein molekularer Wirkmechanismus aufgeklart werden.



VII.Anhang

1. Wetere Versuche zu Anzuchtmethoden

1.2. Infektion von Amoben

In jingster Zeit wurden verschiedene Chlamydien adhnliche Bakterien in Amoében gefunden (siehe 2. Taxonomie)
(Kahane et al. 1995;Kahane et al. 1998;Birtles et al. 1997;Amann et al. 1997). Es war bekannt, dass Acanthamoeba
castellanii auch mit C. pneumoniae infizierbar ist (Essig et al. 1997). Es sollte hier untersucht werden ob sich mit
anderen Bakterien kontaminierte Chlamydien in Amében anziichten lassen und ob sich mit Mykoplasmen kontaminierte
Chlamydien Uber Passage in Amdben dekontaminieren lassen.

1.2.1. Infektion mit Chlamydien bel Vorhandensein von K ontaminanten

Nachdem Verfahren etabliert waren mit welchen sich Amoében effektiv mit aufgereinigten C. pneumoniae infizieren und
anférben lief3en (siehe Methoden: 12 Infektion von Amoben; Bild 15, 16) wurde untersucht in wie weit der Zusatz von
Enterobakterien die Infektion von Amdben mit Chlamydien beeinflusst.

Auch bei gleichzeitiger Zugabe von Bakterienmischungen zu den Chlamydien waren eindeutige Einschlusskorper in
Amoben zu finden. Die maximale Infektionsrate lag bei ca. 20%. Es gelang selbst eine Infektion von A. castellanii aus
einer mit Mykoplasmen kontaminierten tiefgefrorenen Probe des MUL-Stammes, aus der sich in mehrfachen Versuchen
keine Kulturzellen mehr infizieren lieffen (Bild 16). Auch in einem Entamoeba dispar Stamm lielen sich
Einschlusskorper nachweisen (Daten nicht gezeigt).

Das Verfahren hietet eine Méglichkeit zur Untersuchung von Patientenproben. Nur sehr selten gelingt die Anziichtung
von C. pneumoniae aus Patientenmaterial trotz offensichtlich hoher Durchseuchung. Eine Schwierigkeit liegt in der
haufigen Kontamination der Zellkulturen mit Bakterien bei Untersuchung von Proben aus dem Nasen-Rachenraum.
Amobenkulturen sind offensichtlich unempfindlich gegen bakterielle Kontaminationen. Ein weiterer Grund, warum sich
Chlamydien auch bei hdchsten Titern nur so selten aus Patientenmaterial isolieren lassen, konnte sein, dass sie in
Amaben verborgen liegen. Ein solcher Mechanismus ist fur Legionellen belegt (Birtles et al. 1997). Die Kokultivierung
mit Amdben ermdglicht die Isolierung von mit konventionellen Techniken nicht kultivierbaren Legionellen aus
Patientenproben und Umwelt (Birtles et a. 1996). Durch Kokultur lieffen sich auch solche in Amdben verborgene C.
pneumoniae sowie weitere Chlamydienarten aus Patientenproben und Umwelt nachwei sen.

Erganzung: Mittlerweile gelang mittels der hier beschriebenen Technik die Isolierung eines bisher unbekannten
chlamydien 8hnlichen Organismus aus einer Tierkorperverwertungsanstalt (Horn; 2001 miindliche Information).

1.2.2. Mykoplasmenr einigungsver suche

Acanthamoeba castellanii wurde mit 3 verschiedenen Mykoplasmenarten koinfiziert (MUL-Stamm mit entsprechender
Kontaminante, ATCC 1360 mit Laborkontamination, ATCC 1360 mit Mycoplasma hominis). Die koinfizierten Amoben
wurden unterschiedlichen Behandlungen unterzogen mit dem Ziel, die freien Mykoplasmen zu reduzieren. (Waschen in
Amobenpuffer, Zugabe von 5% Humanserunt). Die Chlamydien wurden nach 7-10 Tagen durch Vortexen geerntet und
auf Hep-Zellen ausgesét.

In alen Falen waren Einschlusskorperchen in den Amdben nachweisbar, alerdings teilweise bei sehr niedrigen

Infektionsraten um die 3%. Bel alen Weiterinfektionen auf die Hep-Zelle lieffen sich wiederum Einschlusskorper



nachweisen, allerdings wiederum nur kleine bei niedrigen Infektionsraten um 10%. Die Infektionsraten zeigten keinen
Zusammenhang mit dem kontaminierenden Stamm oder der Behandlungsmethode.

In der anschlieflenden PCR liefRen sich aus keinem Ansatz der Amdbenkulturen und den nachgeschalteten Hep-Kulturen
Mykoplasmen nachweisen, wahrend die entsprechenden Kontrollen ohne Amdben positiv ausfielen.

Kontamination von Chlamydien mit Mykoplasmen ist ein sehr haufiges Problem, bedingt durch die gemeinsame
Anzucht aus dem Nasenracheraum, sowie durch spétere Kontaminationen wahrend der Weiterkultivierung. Ein grofer
Teil der weltweit isolierten C. pneumoniae Stémme, darunter auch von ATCC vertriebenen Stamme sind mit

Mykoplasmen kontaminiert (Huniche et al. 1998); ATCC Produktinformation 1999). Mit solchen "verseuchten”

Stammen sind keine seridsen Experimente zur Untersuchung der biologischen Wirkung von C. pneumoniae mdglich.
Bisher war kein Verfahren, Chlamydien von Mykoplasmen zu befreien, bekannt. Gegen Mykoplasmen wirksame
Antibiotika vernichten auch die Chlamydien. Eine fir Rickettsien beschriebene Methode (Eremeeva et al. 1994) Uber
intraperitoneale Infektion von Mausen und anschlieRende Isolierung wurde erfolglos versucht (Maald miindliche
Information 1999).

Mit der Kokultivierung bietet sich nun eine sehr interessante Moglichkeit, mit Mykoplasmen kontaminierte Chlamydien
zu dekontaminieren und damit genaueren Untersuchungen zuganglich zu machen.

Ergénzung: Wie wichtig das Problem der Kontamination von Chlamydien mit Mykoplasmen ist zeigt sich an der Zahl
der Verdffentlichungen die nach Abschluss dieser Arbeit zu diesem Thema erschienen sind. So wurde unsere
Erfahrung, dass Mykoplasmen Infektiositét und Wachstum von Chlamydien in Zellkultur inhibieren bestétigt (K rausse-
Opatz et al. 2000;Castilla & Wadowsky 2000). Es gibt auch Vorschldge zur Dekontamination. Die vorgeschlagenen
Verfahren sind allerdings entweder sehr aufwendig (Mupirocinbehandlung tber mehrere Wochen (Krausse-Opatz et al.
2000)), unsicher (Behandlung mit Ipegal CA-630 (Castilla & Wadowsky 2000)) oder verlangen den Einsatz von
Méausen (Dekontamination Uber intraperitoneale Infektion von SCID-Mausen (Essig et al. 2000)). Das
Amobenverfahren ist vergleichsweise einfach und nach unseren bisherigen Erfahrungen sicher.

Ladcer b 23

MC1-Zellen

1360 Mykl n.Amobe Passage | auf Heg
1300+Myk T nach Amabe

| 360+Myk] nach Amobe in Puffer
1360+MyKT n. Amdbe + Humanserum
MUL nach Amibbe

MUL nach Ambhe in Pufle
MUL nach Amdébe in Humanserum
MUL n. Amdbe und Passage | aufl Hep

Mykoplasmen + KO

Abb. 44 Mykoplasmen PCR

Amodben wurden mit unterschiedlichen Chlamydien und Mykoplasmen koinfiziert. Nach unterschiedlichen
Behandlungen wie Waschen in Puffer und Zusatz von Humanserum wurde nach 7 Tagen die DNS aufbereitet und in
eine Mykoplasmen-PCR éngesetzt. Bei keiner der Proben fand sich nach Passage in Amodben die in der Kontrolle
(unterste Spur) erkennbare eine positive Bande.

! Laut Ziegler-Heitbrock et al. lassen sich mit Humanserum Monozyten von Mykoplasmen reinigen (Ziegler-Heitbrock
& Burger 1987)
a1



2. Weitere Versuche zur Interaktion von C. pneumoniae und Monozyten

2.1. Adhérenzver suche mit infizierten Monozyten an Gefalwandmodellen

In Zusammenarbeit mit einer Gruppe von Prof. Neumann im Deutschen Herzzentrum wurde an verschiedenen
monozytaren Zellen gepriift, ob eine Infektion mit C. pneumoniae zu einer verstérkten Haftung an Endothel zellwanden
fuhrt. Die Ergebnisse des Kooperationsprojektes werden in anderen Veréffentlichungen ausfuhrlich dargestellt, und
deshalb hier nur kurz angerissen. Zunéachst wurden Versuche an HUVEC-Monolayern unter stehenden Bedingungen im
24-Well durchgefihrt.

Es zeigte sich, dass Infektion mit Chlamydien zu einer verstarkten Haftung von Monozyten an diesen kinstlichen
Endothelien flhrt (siehe Tabelle 5, Bild 13). Es konnte gleichzeitig gezeigt werden, dass bei Infektion der Monozyten
Adhésionsmolekile wie CD54 hoch reguliert werden (siehe Abb. 28-32). Weitere Versuche wurden an einem
Durchflussmodell durchgefiihrt. Die Monozyten wurden hierbei kontinuierlich unter Videotberwachung Uber einen
Zellrasen geleitet. Anschlief3end wurde der Videofilm auf Sticking und Rolling der Monozyten ausgewertet.

Diese in vitro Experimente wurden erganzt durch eine klinische Studie, in der der prophylaktischen Wirkung von
Roxithromycin auf Restenosierung nach Stentimplantation nachgegangen wurde. Gleichzeitig wurden Blutproben
dieser Patienten mittels PCR auf das Vorhandensein chlamydialer DNA untersucht. Die verwendete PCR war am
Institut fir Mikrobiologie der TU Minchen entwickelt worden und mittels des in dieser Arbeit beschriebenen
Kulturverfahrens evaluiert worden. In dieser Studie konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen

Chlamydieninfektion und Restenosierung gefunden werden.

Negativ Kontrolle LPS Stimulation (1ug/ml) Infektion mit C. pneumoniae
24 Sd p.i. 62 63 71
48 Std p.i. 20 43 53
72 Std p.i. 5 9 8
96 Std p.i. 3 4 3

Tabelle5 Adhédrenz von mit C. pneumoniae infizierten THP-1 an HUVEC-Zellen

Infizierte (Infektionsrate ca. 30%), LPS-stimulierte und unbehandelte THP-1 wurden wie in Material und Methoden
beschrieben in ein 96 Well auf einen Huvec-Rasen gegeben und nach einer Inkubationszeit von einer Stunde wieder
heruntergesplilt. Die Zahl der adhérenten Zellen wurde ausgezéhit. Infizierte Zellen adhérieren besonders zu frihen
Zeitpunkten der Infektion vermehrt an dem Zellrasen.

2.2. Rolledes Transkriptionsfaktors NF-k-B bel Infektion von Monozyten mit C. pneumoniae
NF-k-B ist ein Transkriptionsfaktor der eine Schlusselstelle bei der Aktivierung der Immunantwort einnimmt. Daneben
spielt er eine wichtige Rolle bei apoptotischen Prozessen sowie bei der Pathogenese der Arteriosklerose.

Zur Aktivierung von NF-k-B durch Chlamydien lag zum Zeitpunkt dieser Arbeit nur eine Verdffentlichungen zu
C. trachomatis vor, in der die Aktivierung von NF-k-B durch chlamydiales LPS tiber CD14 beschrieben wird (Ingalls et
al. 1995).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zunachst geklért werden ob NF-k-B auch durch C. pneumoniae aktiviert wird. Wie das
Beispidl fir einen Gelretardierungsassay in Bild 14 zeigt kommt es nach Infektion von Monozyten mit C. pneumoniae

zu einer raschen Aktivierung von NF-k-B, die nach einer Stunde schon maximal ausgepragt ist. Diese Aktivierung l&sst

langsam nach ist aber auch zu spéteren Zeitpunkten der Infektion noch deutlich Uber dem Ruheniveau. Eine solche
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Aktivierung konnte mittlerweile in Ubereinstimmung zu unseren Befunden auf Monozytenzellinien auch auf
Endothel zellen gezeigt werden (Dechend et al. 1999;Krull et al. 1999a;Miller et al. 2000;Molestina et al. 2000).
Im Rahmen eines Kooperationsprojektes mit einer Arbeitsgruppe der klinischen Chemie um Korbinian Brand soll nun

geklart werden Uber welche Rezeptoren und durch welche chlamydialen Strukturen diese Aktivierung bewirkt wird.

2.3. Einflussvon Arterioskler ose-Riskofaktor e auf I nfektion von M onozyten mit Chlamydien

Wie oben beschrieben wéare ein mogliches Szenario, dass die bekannten Risikofaktoren nicht selbsténdig die
Gefallwand schéadigen, sondern eine Infektion mit Chlamydien beglinstigen, und diese Interaktion eine Ursache fir die
Entstehung der Arteriosklerose ist. Wir untersuchten also den Einfluss der Risikofaktoren Nikotin und Eisen auf

Infektionsrate der Monozyten-Zelinie MM6.

2.3.1. Nikotin

Obwohl die beiden Arteriosklerose-Risikofaktoren Rauchen und Infektion mit C. pneumoniae miteinander korrelieren
(Leinonen & Saikku 1999;von Hertzen et al. 1998) lagen zum Einfluss von Nikotin auf Chlamydieninfektion bisher
keine Untersuchungen vor.

Wir testeten ob Nikotin in MM6-Monozyten die Infektionsrate mit unterschiedlichen C. pneumoniae Stdmmen
beeinflusst. Zugabe von 10 pg Nikotin/ml brachte bei beiden Stdmmen eine Steigerung der Infektionsrate um ca. 10
Prozentpunkte. Ein Verzehnfachen der Nikotindosis brachte keinen zusétzlichen Effekt (siehe Abb. 45).

Eine Erklarung fir die Steigerung der Infektionsrate wére die bereits beschrieben Hemmung der Abwehrfunktion von
Monozyten durch Nikotin (Pabst et al. 1995). Auch eine unspezifische Aktivierung der Monozyten durch Nikotin und
eine dadurch gesteigerte Aufnahme der Chlamydien ist mdglich.

Die hier verwendeten Nikotindosen waren relativ hoch. Wahrend des Rauchens konnen lokal aber durchaus solche
hohen Konzentrationen erreicht werden kdnnen. Esist also nach unseren Versuchen gut vorstellbar, dass Rauchen tber
den Faktor Nikotin zu dem beobachteten erhdhten I nfektionsrisiko von Rauchern gegentiber C. pneumoniae beitrégt.

Da bekannt war, dass Nikotin auch die Lebensdauer von Monozyten durch Inhibierung von Apoptose verlangert
(Aoshiba et al. 1996) und apoptotischen Prozessen eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der Arteriosklerose
zukommt (Walsh & Isner 2000;Matturri et al. 2000) wurde auch der Einfluss von Nikotin auf das Apoptoseverhalten
der MM6 bei Chlamydieninfektion untersucht.

Es zeigte sich, dass auch Nikotin aleine schon zu einer kichten Erhéhung der Apoptoserate fuhrt, dass Nikotin
gleichzeitig aber in der Lage ist, Apoptose-Ausldsung durch Staurosporin zu inhibieren (Abb. 46). Die Zugabe von
Nikotin zu mit Chlamydien infizierten Zellen fuhrte dagegen nicht zu einer Verringerung dbr durch Chlamydien
ausgel 6sten Apoptose, sondern im Gegenteil zu einer deutlichen Verstarkung der Apoptose. Zu berlicksichtigen ist
hierbei allerdings, dass die Nikotinzugabe wie wir oben gezeigt haben, zu einer Steigerung der Infektionsrate fuhrt und
auf diesem Weg die Auslésung der Apoptose verstarken kdnnte. Offensichtlich ist Nikotin aber ebenso wenig wie
Caspaseinhibitoren oder Cycloheximid in der Lage die Apoptose durch Chlamydien zu unterdriicken.

Nach diesen Versuchen ist es denkbar, dass die Faktoren Chlamydie und Nikotin bei dem Eingriff in das
Apoptoseverhalten auch in vivo miteinander interagieren und sich dies auch bei der Pathogenese der Arteriosklerose

auswirkt.
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Abbildung 45: Einfluss von Nikotin auf Infektionsrate

MM6-Zellen wurden wie in ,Methoden“ beschrieben in 24-Wels (je Napf 100 000 Zellen in eéinem ml Medium)
infiziert, einem Teil der N&pfe wurde gleichzeitig mit den Chlamydien 10 bzw. 100 pg Nikotin zugesetzt. der Zusatz
von 10 pg Nikotin fuhrt schon zu einer Steigerung der Infektionsrate um ca. 10%. Eine Verzehnfachung der
Nikotindosis bringt keinen zusétzlichen Effekt.

2.3.2. Eisen

Frauen haben ein geringeres Infektionsrisiko fur Infektionen mit C. pneumoniae as Méanner. Die geringeren
Eisenvorrate bei Frauen konnten einen gewissen Schutzfaktor gegen Chlamydieninfektionen darstellen. Wir hatten
bereits gesehen, dass es bei Infektion mit C. pneumoniae zu einer Abregulation von CD71 kommt (Abb. 33). Wie unter
bereits besprochen (3.5. CD71) ist belegt, dass die Abregulation des CD71 und die darauf folgende Verringerung der
zelluldren Eisenvorréte einen Schutzmechanismus gegen C. trachomatis darstellen (Igietseme et al. 1998). Eisenentzug
fuhrte in einer weiteren Untersuchung bei C. trachomatis auf einer Epithelzellinie zu einer signifikant erniedrigten
Infektionsrate sowie deutlich verzégerten Reifung (Raulston 1997).

Wir fanden in zwei Versuchen nach Zugabe von Eisenchlorid eine leicht hthere Infektionsrate als bei den Kontrollen
unter Zugabe von Natriumchlorid. Die Infektionsrate stieg jeweils von 26 auf 30, bzw. von 30 auf 35%. Diese
Ergebnisse sind zusétzlich zu der gesehenen Herabregulation des Transferrinrezeptors( Abb.46) ein weiterer Hinweis,
dass der Eisenstoffwechsel auch bei der Infektion mit C. pneumoniae eine Rolle spielt. Esist gut vorstellbar, dass der
Faktor Eisen durch den Einfluss auf das Infektionsrisiko durch C. pneumoniae und weiterer Keime auch das
Arterioskleroserisiko beeinflusst. Zu dieser Theorie passt, dass Ostrogen, entgegen den bisherigen Vermutungen, keinen

unabhéangigen protektiven Faktor gegen Arteriosklerose darstellt (Rodstrom et al. 1999).

Erganzung: Im Oktober 1999 erschien die erste Verdffentlichung die Uber eine Bedeutung des Eisenstoffwechsels bei
Infektion mit C. pneumoniae spekulierte (Sullivan & Weinberg 1999), im Méarz 2001 wurden unsere Ergebnisse durch
eine weitere Verdffentlichung bestétigt (Freidank et al. 2001).
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VIII. Zusammenfassung

1. Optimierung des Anzuchtverfahrens

Die von verschiedenen Untersuchern al's optimal angegebenen Anzuchtmethoden fiir C. pneumoniae unterschieden sich
erheblich und beschréankten sich auf méglichst sensitive Verfahren zur Anzucht kleiner Chlamydienmengen aus
Patientenproben. Wir entwickelten ein rationelles Verfahren fur die Massenanzucht von C. pneumoniae. Gleichzeitig
optimierten wir die Methodik zur Anzucht kleiner Chlamydienmengen aus Patientenproben. Hierfir wurden die
verschiedensten Einflussfaktoren untersucht.

Bel dem Vergleich verschiedener Zellarten erwies sich die bisherige Standardanzuchtzelle HelLa der Hep- und der
NCI-Zelle deutlich unterlegen. Mit der NCI-Zelle wurde eine Zelle gefunden, die eine hthere Chlamydienausbeute als
die bisher verwendeten HelLa und Hep-2-Zellen erméglicht und sich zudem durch eine allgemein héhere Robustheit
auszeichnet.

Zentrifugation war fur eine erfolgreiche Anzucht unabdingbar. Fir die sensitive Anzucht kleiner Chlamydienmengen
erwies sich eine Zentrifugationsdauer von 90 Minuten als optimal, wahrend fir die Massenanzucht von Chlamydien
eine Zentrifugationsdauer von 30 min ausreichte. Die Zentrifugation konnte bis zu sechs Stunden nach Zugabe der
Chlamydien durchgefiihrt werden, ohne dass es zu einem signifikanten Nachlassen der Infektionsrate im Vergleich zu
sofortiger Zentrifugation kam. Fir die Massenanzucht ergibt sich durch die Méglichkeit, viele Platten gleichzeitig zu
infizieren und dann nacheinander zu zentrifugieren, eine erhebliche Arbeitserleichterung.

Als beste Methoden zur Anzucht sehr kleiner Chlamydienmengen wurde noch Ende 1999 ein Verfahren mit téglicher
Zentrifugation beschrieben. Durch die Ernte der Chlamydien nach 72 Stunden und Einsatz in einen neuen
Infektionszyklus fanden wir bei kleinen Chlamydienmengen nach insgesamt sechs Tagen doppelt so viele
Einschlusskorperchen wie mit Verfahren der téglichen Zentrifugation.

Der optimale Erntezeitpunkt lag bei drei Tagen nach Infektion. Die Ausbeute liefd aber innerhalb eines weiteren Tages
nur leicht nach. Fir die Massenanzucht ist also auch eine Ernte nach vier Tagen zu verantworten, so dass in einem drei
und vier Tage Rhythmus infiziert werden kann.

In Zellsuspensionen war eine Anzucht befriedigender Chlamydienmengen nicht mdéglich. Auf die Vorbereitung eines
Zéllrasens 10- 60 Stunden vor Infektion kann also nicht verzichtet werden. Die héchste Chlamydienausbeute lief3 sich
hier mit subkonfluenten Zellrasen erzielen, wahrend sehr dichte oder diinne Rasen deutlich schlechter abschnitten.
Zusatz von Cycloheximid zum Infektionsmedium steigert die Infektionsrate, wie beschrieben, erheblich. Eine
Vorinkubation der Zelle mit Cycloheximid vor Infektion erwies sich aber als kontraproduktiv. Durch Variation des
Zeitpunktes der Cycloheximid-Zugabe nach Infektion konnte keine weitere V erbesserung erreicht werden.

Ein Auswechseln des Infektionsmediums brachte keinen Vorteil und ist damit entgegen der allgemeinen Praxis nicht
notig.

In den Uberstanden nach 72 und 96 Stunden waren erhebliche Mengen an infektiésen Chlamydien nachweisbar. Der
Uberstand solIte also nicht, wie vielfach tiblich, verworfen werden.

Zusammengenommen wurde in dieser Arbeit ein Verfahren entwickelt, mit dem es méglich ist, groRe Mengen an
C.pneumoniae anzuziichten, bei im Vergleich zu den vorbeschriebenen Verfahren minimaem Zeitaufwand und
erheblicher Ersparnis an Materialien. Durch die Vereinfachung der Methodik und den Einsatz der robusteren NCI- Zelle
ist das System zudem stabiler als bisherige Standardverfahren.
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Gleichzeitig wurden die Optima der verschiedenen Einflussfaktoren fur die Anzucht kleinster Chlamydienmengen
eruiert und die Uberlegenheit der Ernte nach 72 Stunden und Einsatz in einen zweiten Zyklus gegeniiber der bisher als
optimal geltenden Methode der téglichen Zentrifugation demonstriert. Es wurde abschlie3end ein Verfahren zur
Anzucht von Chlamydien aus Patientenproben formuliert, das zumindest unter experimentellen Bedingungen deutlich
sensitiver ist als bisher vertffentlichte Vorgehensweisen.

Ergdnzend zu dem Anzuchtverfahren auf Kulturzellen wurde ein Infektionsverfahren fir Amdben mit Chlamydien
etabliert. Mittels Passage Uber Amoben gelang die Anzucht anderweitig nicht mehr kultivierbarer Chlamydien sowie die
Dekontamination mykoplasmenkontaminierter Chlamydien. Ein grofer Teil der weltweit isolierten C. pneumoniae
Stémme ist mit Mykoplasmen kontaminiert. Bisher war es nicht moglich, die Eigenschaften dieser Stdmme genau zu
untersuchen, da kein Verfahren bekannt war, Chlamydien von Mykoplasmen zu dekontaminieren. Das in dieser Arbeit
beschriebene Verfahren ermdglicht nun endlich die Reinigung dieser Chlamydien von Mykoplasmen. Weitere
Einsatzmoglichkeiten des Amdbenmodells liegen in der Anzucht von Chlamydien aus mit weiteren Bakterien
kontaminiertem Patientenmaterial, der Anzucht bisher nicht kultivierbarer Chlamydien-ghnlicher Organismen sowie der

Untersuchung chlamydialer Uberl ebenstechniken und Aufnahmemechanismen.

2. Interaktion von C. pneumoniae mit Monozyten

2.1. Etablierung der Infektionsmethoden von Monozyten

Zunéchst mussten einige Grundvoraussetzungen fir die Infektion von Monozyten und den Ausschluss von Storfaktoren
bei den geplanten Untersuchungen geschaffen werden. Zum Ausschluss von in Zellkultursystemen haufigen
Mykoplasmen-Kontaminationen wurde eine PCR und eine DNS-Farbung etabliert. Um Artefakte in spéteren
Experimenten durch Verunreinigungen auszuschlief3en, wurde ein Aufreinigungsverfahren fir Chlamydien Uber einen
Urografin-Sucrosegradienten entwickelt. Die Bestimmung der Infektionsrate in Monozyten am FACS erforderte die
Entwicklung von Farbeverfahren zur Darstellung der intrazellul&ren Chlamydien.

Nach diesen aufwendigen Vorarbeiten wurde anhand der Monozytenzellinien MM6 und THP-1 ein Infektionsverfahren
fir Monozyten entwickelt und die Infektionsrate im Zeitverlauf bei Einsatz unterschiedlicher Infektionsdosen
betrachtet. Mit ansteigender Dosis stieg die Infektionsrate auf beiden Zellen bis zu einem Maximalwert von ca. 60%,
um bei weiterer Erhthung der Infektionsdosis wieder abzufallen. Die Infektionsrate konnte ab 48 Stunden nach
Infektion im FACS ermittelt werden. Sie fiel auf der MM®6 innerhalb einer Woche auf der THP-1 innerhalb von zwei
Wochen kontinuierlich bis unter die Nachweisgrenze.

Anschliefiend wurden weitere murine monozytare Zellinien wie RAW- und ANA -Zellen, murine dendritische Zellen
und humane periphere Blutmonozyten auf ihre Infizierbarkeit durch C. pneumoniae getestet. Alle diese Zellen erwiesen
sich als infizierbar. Besonders starke und lang anhaltende Infektionen waren auf den dendritischen Zellen (DC) der
Maus zu beobachten. Diese Ergebnisse bestétigen, dass eine chronische Entziindung von Monozyten méglich ist, und
dass sich Chlamydien auf diese Weise theoretisch im Kdrper ausbreiten konnen. Mit dem Infektionsverfahren und den
entsprechenden V oraussetzungen wurde des Weiteren die Grundlage fur spatere Untersuchungen gelegt. I nteressant war
in diesem Zusammenhang insbesondere die gute Infizierbarkeit der DC, da diese sich als Schliisselzelle des

Immunsystems fir immunol ogi sche Untersuchungen anbietet.



2.2. Expression der Oberflachenrezeptoren

Nach Etablierung des Infektionsverfahrens und von Féarbetechniken, die die gleichzeitige Darstellung von Chlamydien
und Oberflachenmolekilen im FACS erlaubt, wurde auf MM6 und THP-1 die Expression verschiedener
Oberflachenmarker (CD14, 54, 71, 80, 86, 95) unter Chlamydieninfektion untersucht.

Die deutliche Hochregulation von CD14 zeigte, dass es zu einer Aktivierung der Zellen kommt, bei der vermutlich
auch LPS eine Rolle spielt. Mit der vermehrten Expression der koakzessorischen Molekile CD54, CD86 wurden
weitere Marker fur eine Aktivierung der Zelle gefunden, die in vivo eine Rolle bel der Regulierung der Immunantwort
insbesondere der Rekrutierung von T-Zellen spielen dirften. Es ist anzunehmen, dass CD54 gleichzeitig die Adhdrenz
der Monozyten steigert und damit zu einer Anhaftung infizierter Monozyten an Gefa3wanden beitragt.

Die hier erzielten Ergebnisse und etablierten Methoden bilden die Grundlage fir weitere Forschungsprojekte. So wurde
unter anderem anhand dendritischer Zellen untersucht Uber welche Signalsysteme die Hochregulation der
Oberflachenproteine gesteuert wird (Prebeck et al. 2001).

2.3. Einflussvon Chlamydia pneumoniae auf Apoptosever halten

Es lagen widerspriichlich scheinende Berichte zum Einfluss von C. trachomatis und C. psittaci auf das
Apoptoseverhalten infizierter Zellen vor. Im Rahmen dieser Arbeit sollte an Monozytenzellinien (MM6, THP-1) im
Vergleich mit Epithel zellen (HeLa, NCI, Hep) untersucht werden, inwieweit C. pneumoniae die A poptose beeinflusst.
Auch hier mussten zunéchst einige Vorarbeiten wie Austestung unterschiedlicher Apoptosegifte und Entwicklung von
Férbetechniken, zur gleichzeitigen Darstellung von Apoptose und Chlamydieninfektion im FACS und Mikroskop,
geleistet werden.

Auf beiden Monozytenzellinien wurden, wie auch auf den drei verwendeten Epithelzellinien sowohl eine Inhibition wie
eine Auslésung von Apoptose durch Infektion mit C. pneumoniae nachgewiesen. Die Apoptose hemmende Wirkung
war zu Beginn der Infektion am starksten ausgeprégt, wobei auch sehr niedrige Chlamydien-K onzentrationen, selbst
inaktivierte Chlamydien, noch eine inhibierende Wirkung hatten.

Die Induktion der Apoptose durch C. pneumoniae war drei Tage nach Infektion am ausgepragtesten. Apoptose lief3 sich
alerdings nur mit relativ grof3en Mengen vitaler Chlamydien ausldsen. Inaktivierte Chlamydien bewirkten keinerlei
Apoptose. Blockierung der klassischen Apoptose Maschinerie durch Caspaseinhibitor oder der Proteinsynthese durch
Cycloheximid hatte erstaunlicherweise kaum einen Einfluss auf die apoptotische Wirkung der Chlamydien.

Diese Befunde lassen es als plausibel erscheinen, dass C. pneumoniae einerseits, wie fur C. trachomatis beschrieben,
Apoptose durch Inhibition von Caspase 3 und 9 unterdriickt, andererseits aber durch einen bisher unbekannten
Mechanismus gegen Ende des Vermehrungszyklus Apoptose auslost, und auf diese Weise eine ,unauffélige"
Freisetzung der Elementarkorper erreicht.

Auch durch diese Ergebnisse wurden weitere Forschungsvorhaben initiiert. Zur Zeit wird im Rahmen eines DFG-
Projektes untersucht, durch welche Mechanismen C. pneumoniae Apoptose inhibiert und welche Proteine und Gene

hierfur verantwortlich sind (Fischer et al. 2001).

2.4. Adharenzversuche mit C. pneumoniae infizierten Monozyten an Gefal3wandmodellen

In Zusammenarbeit mit dem Deutschen Herzzentrum konnte gezeigt werden, dass Chlamydieninfektion bei Monozyten
zu einer verstarkten Adhdrenz an Gefédmodellen flhrt. Diese Ergebnisse wurden erganzt durch Messungen
verschiedener Adhérenzfaktoren wie CD54. Durch diese Steigerung der Adhéarenz wird zum einen eine Ubertragung der
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Chlamydien auf das Gefél3endothel, zum anderen eine Entziindungsreaktionen an der Geféf3wand durch Botenstoffe der
Monozyten begiinstigt. Darin kdnnte ein pathogenetischer Beitrag zur Entstehung der Arteriosklerose liegen. Die hier

erzielten Ergebnissewerden im Moment ergénzt durch weitere Versuche in einem physiol ogischern Durchflussmodel.

2.5. Rolle des Transkriptionsfaktors NF-k-B

In Kooperation mit der klinischen Chemie wurde die Bedeutung des Transkriptionsfaktors NF-k-B bei der Auslésung
der Immunantwort in Monozyten untersucht. Auf MM6 und THP-1 konnte eine Aktivierung dieses Faktors durch

Chlamydien gezeigt werden. Auch diese Ergebnisse fiihrten zur Initiierung eines tiefer gehenden Forschungsprojektes

zu den molekularen Mechanismen der NF-k-B Aktivierung durch Chlamydien (Donath et al. 2002).

2.6. Einfluss von verfugbarem Eisen auf Infektion von Monozyten mit C. pneumoniae

Manner haben hohere Infektionsraten mit C. pneumoniae und hohere Herzinfarktraten als Frauen. Ein moglicher hierfar
verantwortlicher Faktor sind die Eisen-Vorréte des Kérpers. In ersten Versuchen auf der MM6 kam es unter
Eisenzugabe zu einer Erhdhung der Infektionsraten. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass Infektion der MM6 zu
einer Herabregulation des fur den Eisentransport wichtigen Transferrinrezeptors fuhrt. Dies sind Hinweise, dass die

Chlamydieninfektion von dem zur Verfligung stehenden Eisen beeinflusst wird.
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X Bildteil

Bild 1 und 2 Hep-Zellen 72h nach Infektion mit C. pneumoniae; Kern und Chlamydienféarbung
Hep-Zellen wurden nach dem Standardverfahren mit C. pneumoniae infiziert. Nach 72 Stunden wurden die Zellen
fixiert, nach Protokoll mit Propidiumjodid und FITC-markietem Chlamydien-Antikorper geférbt und im
Konfoka mikroskop betrachtet. Die Zellkerne erscheinen rot, die Chlamydien grin. In einer Zelle kdnnen sich bis zu
50 Einschlusskérper (EK) bilden die gleichméal3ig mit sich teilenden Retikularkdrperchen angefillt sind.

Bild 3 und 4 DNA-Farbungen ,, sauberer® und Mykoplasmen-kontaminierter Hep-Zellen
Hep Zellen wurden nach Protokoll mit einem DNA Farbstoff gefarbt und im Fluoreszenzmikroskop fotografiert.

Auf dem linken Bild sind klar abgrenzbare Zellkerne und eine Mitose zu sehen. Bei den Schatten auf dem rechten
Bild handelt es sich um DNA von Mykoplasmen, die auf den Zellen haften. Eine schwache Kontamination stellt sich
im Gegensatz zu dieser massiven Kontamination nur als leichter Schleier dar, der mit dem Zellkorper verwechselt
werden kann.

Y "

Bild 6 C. pneumoni:alein NCI-Zelle 48 h p.i.

Bild5C. tracomatis in Hep-Zellen 48 Stunden p.i.

im Konfokamikroskop nach Farbung mit FITCG nach Standardfarbung wie bei Bild 5.

markiertem LPS-Antikorper (Chlamydien, griin) und Einzelne Zellen enthalten mehrere EK unterschiedlicher
Evansblau (Zellen; rot). Die Chlamydienliegenim Grofle, die im Laufe des Entwicklungszyklus
Vergleich zu C. pneumoniae eher an den Wanden der zunehmend verschmelzen.

traubenartig zusammengel agerten EK.
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Bild 7 MM6 48 h nach Infektion mit C. pneumoniae

Bild 8 MM6 72 h nach Infektion mit C. pneumoniae

MM6 wurden nach Protokoll infiziert und mittels Zytospin nach 48 und 72 Stunden auf Objekttréager gebracht.
Anschlief?end wurden sie fixiert, geférbt und anschlieffend im Konfokalmikroskop aufgenommen. Die griin geférbten
Einschlusskorperchen lagern sich um die dunkelrot erscheinenden Zellkerne. Einige Monozyten sind massiv andere
gar nicht infiziert sind. Mit zunehmender Infektionsdauer wachsen einzelne EK, erreichen aber nie die Grole wiein
Kulturzellen. Der Anteil der infizierten Zellen nimmt im Laufe der Zeit ab.

Bild10 Monozyten aus pripherem Blut 72 h p.i. mit C.pn
Monozyten wurden nach Protokoll millels Ficoll aus
peripherem Blut gewonnen und nach einem Tag wie die
Zéllinien infiziert und gefarbt.

Die Infektionsraten lagen in einem &hnlichen Bereich
wie bei der MM6, es gab allerdings weniger massiv
infizierte Zellen.

Bild9 THP1 72 h nach Infektion mit C. pneumoniae
THP1 wurden nach dem Protokoll fir Monozyten

infiziert, nach 72 Stunden geférbt und im Konfokal-

mikroskop aufgenommen.

Es zeigten sich sehr dhnliche Bilder wie bei MM6
(Bild 7 und 8. Die Infektionen waren aber etwas stéarker
und hielten langer an.

Bild 11 dendritische Zellen der Maus 14 Tage p.i.

Bild 12 adharente MM6 72h p.i. mit C. pneumoniae

Dendritische Zellen der Maus wurden einen Tag nach

ihrer Isolierung nach dem Monozyten-Protokoll infiziert.

Es zeigte sich eine vergleichsweise sehr starke Infektion,
die wesentlich langer anhielt und zu gréfReren EK fihrte
alsbei den Ubrigen getesteten monozytéren Zellen.
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Bel der Infektion von nach Dauerkultur adhdrenten
MM6 mit C. pneumoniae zeigte sich algemein eine
hohere Infektionsrate al's auf frischen MM6.

Die Zellen mit dendritischen Auslaufern waren
besonders stark infiziert



Bild 13 mit C. pneumoniae infizierte MM6 adhérieren auf einem HUVEC-Zellrasen

Auf dieser konfokal mikroskopischen Aufnahme sieht man MM6 (48 Stunden nach Infektion mit C. pneumoniae) von
oben (grofRRer Ausschnitt, links unten) bzw. in den markierten Schnittebenen (oben und rechts) auf HUVEC-Zellen
liegen. Esist deutlich zu erkennen, dass ein Teil der adhérierenden Zellen griin geférbte Chlamydien enthalt.

ih UV 3h 6h 24h UV LPS
z P W o= W M Te M e S W@ e C. pneumoniae
NF- B
] SP-1
2 e

Abb. 14 Gelratardierungsassay zur Darstellung von NF-k-B
THP-1 Zellen wurden wie in Methoden beschrieben infiziert. Nach 1, 3, 6 und 24 Stunden wurde NF-k-B wie unter
Methoden beschrieben in infizierten Zellen (+) und nicht infizierten Zellen () dargestellt. 1 Stunde und 24 Stunden
nach Infektion wurden auch mit UV inaktivierten Chlamydien behandelte Zellen untersucht (UV). Als Kontrolle
wurde NF-k-B in LPS aktivierten Zellen sowie der konstitutiv aktivierte Transkriptionsfaktor Sp-1 dargestellt (SP-1).

NF-k-B ist bereits eine Stunde nach Infektion stark aktiviert. Diese Aktivierung hat nach 6 Stunden kaum an Stéarke
eingebuflRt. Nach 24 Stunden hat die Aktivierung nachgelassen, ist aber immer noch deutlich stérker als in den
Kontrollen. Auch UV inaktivierte Chlamydien fihren zu einer NF-k-B Aktivierung.

Bild 15 Acantamoeba castellanii 6 Tage p.i. Bild 16 Acantambba 9 Tage p.i. mit MUL-Chlamydien
Amdben wurden wie in Methoden beschrieben mit Auch der massivmykoplasmenkontaminierte MUL-
C. pneumonieinfiziert und geférbt. Die griin geférbten Chlamydienstamm fiihrte zu einer deutlichen Infektion
Chlamydien sind deutlich zu erkennen. der Amdben.
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