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1. THEORETISCHE GRUNDLAGEN
1.1 Die Familie Chlamydiaceae
1.1.1 Taxonomie

Chlamydien werden der Domane Bakterien zugeordnet. Dort gehéren sie dem Phylum
Chlamydiae, der Klasse Chlamydiae und der Ordnung Chlamydiales an. Die Ordnung
Chlamydiales enthalt zurzeit neun Familien (Lagkouvardos, Weinmaier et al. 2014):

Chlamydiaceae (Corsaro, Feroldi et al. 2009; Corsaro and Venditti 2009)
Parachlamydiaceae (Corsaro, Feroldi et al. 2009; Corsaro and Venditti 2009)
Rhabdochlamydiaceae (Corsaro, Feroldi et al. 2009; Corsaro and Venditti 2009)
Criblamydiaceae (Corsaro, Feroldi et al. 2009; Corsaro and Venditti 2009)
Simkaniaceae (Everett, Bush et al. 1999)

Waddliaceae (Rurangirwa, Dilbeck et al. 1999)

Piscichlamydiaceae (Draghi, Popov et al. 2004)

Clavochlamydiaceae (Karlsen, Nylund et al. 2008)

Parilichlamydiaceae (Stride, Polkinghorne et al. 2013)

Im Jahr 1966 wurde der Genus Chlamydia (L.A.Page 1966) in die Familie Chlamydiaceae
eingefuhrt. Chlamydia (C.) trachomatis und C. psittaci waren bis in die 1980er Jahre die
einzigen zwei Spezies dieser Familie. Noch in der ersten Ausgabe 1984 des Bergeys Manual
of Systematic Bacteriology wurde nur ein Genus (Chlamydia) in der Familie Chlamydiaceae
beschrieben. 1999 war dann die Moglichkeit gegeben, taxonomische Untersuchungen mit
Hilfe von 16S rRNA -Gensequenzen durchzufiihren und die Aufteilung des Genus Chlamydia
in die Genera Chlamydia und Chlamydophila wurde vorgeschlagen (Everett, Bush et al.
1999). Der neue Genus Chlamydophila beinhaltete demnach die sechs Spezies:
Chlamydophila (Cp.) abortus, Cp. caviae, Cp. felis, Cp. pecorum, Cp. pneumoniae und Cp.
psittaci. Dieser Vorschlag wurde von der wissenschaftlichen Gesellschaft nicht einheitlich
akzeptiert. 2015 wurden alle bekannten Chlamydienspezies erneut detailliert untersucht und
die Ruckkehr zur Klassifizierung mit nur einem Genus ,Chlamydia‘ gefestigt (Sachse, Bavoil
et al. 2015).

Zu dem Genus Chlamydia werden derzeit folgende Spezies gezahlt (Sachse, Laroucau et al.
2014):

C. avium
C. gallinacea

C. abortus
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C. psittaci

C. caviae

C. felis

C. pecorum

C. pneumoniae

C. trachomatis

C. muridarum (vorher zu C. trachomatis zugehorig)
C. suis

In der vorliegenden Doktorarbeit wurden C. pneumoniae Stamm DC40 (TW-183), C. psittaci
Stamm DC15 (Genotyp: A-6BC) und C. muridarum Stamm DC39 (Nigg) eingesetzt.

1.1.2 Eigenschaften des Genus Chlamydia

Die Mitglieder des Genus Chlamydia sind kokkendhnliche, unbewegliche und obligat intra-
zellulare Organismen. Sie haben einen Durchmesser von 0,2-1,5 ym. Chlamydiae parasitie-
ren und vermehren sich im Zytoplasma von eukaryotischen Wirten innerhalb einer memb-
rangebunden Vakuole. |hr Entwicklungszyklus ist einzigartig und beinhaltet drei
Entwicklungsstufen der Chlamydien. Sie besitzen eines der kleinsten Genome der
Prokaryoten mit 1-1,3 x 10° Basenpaare (bp) und sind metabolisch eingeschrankt. Sie sind
darauf angewiesen wesentliche Bausteine wie Nucleotide, Aminosauren, Lipide und Ko-
Faktoren von ihren Wirten zu beziehen (Parte 2012). Der Genus Chlamydia besitzt 59
einzigartige Proteine (Griffiths, Ventresca et al. 2006), die in keinem anderen
Mikroorganismus gefunden werden.

Chlamydiae sind in der Lage persistente oder chronische Infektionen auszulosen. Sie
Uberleben im Wirt, da sie die Fahigkeit haben eine Fusion von wirtseigenen Lysosomen und
chlamydienhaltigen Vakuolen zu verhindern. Der chlamydiale Einschluss scheint dabei von
den zelluldren Reaktionswegen, die bei der Entwicklung von Endosomen zu Lysosomen
essenziell sind, abgekoppelt zu sein (Scidmore, Fischer et al. 2003).

Chlamydien werden aufgrund der Anfarbbarkeit ihrer Zellwand zu den Gram(-) -Bakterien
gezahlt. Die Zellwande der Elementar- und Retikularkdrperchen bestehen aus drei Teilen:
die aulRere Doppelmembran (Zellwand), ein mittlerer sehr schmaler periplasmatischer Raum
und die Zytoplasmamembran. Sie nutzen den Typ-llI-Sekretionsapparat der Gram(-)-
Bakterien (Parte 2012). Lange Zeit war es Wissenschaftlern nicht mdglich Peptidoglykan in
Chlamydien nachzuweisen, obwohl es biochemische und genetische Hinweise auf
Vorhandensein dieses Moleklls gab (Packiam, Weinrick et al. 2015). 2015 gelang es
Packiam et al. (Packiam, Weinrick et al. 2015) erstmals Chlamydien mit einer neuen
Zellwandfarbemethode anzufarben. Im weiteren Verlauf konnten sie mit einem ebenfalls neu
entwickelten Verfahren zur Isolation von Muropeptiden Peptidoglycane isolieren und mittels
Massenspektrometrie nachweisen. Damit und mit weiteren Studien zu diesem Thema konnte
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das Problem der ,Anomalie“ chlamydialen Peptidoglycans geldst werden (Elwell, Mirrashidi
et al. 2016).

Lipopolysaccharide (LPS) sind wichtige Bestandteile der Chlamydienzellwand und besitzen
antigene Eigenschaften. Chlamydiales LPS besitzt die gleichen charakteristischen struktu-
rellen Elemente, wie das LPS anderer Gram(-)-Bakterien. Es besitzt zwei wichtige antigene
Komponenten, eines davon ist chlamydienspezifisch und das andere ist dem von anderen
Gram(-)-Bakterien ahnlich. Beide Komponenten flihren zur Ausbildung eines hohen
Antikorpertiters im Wirt (Parte 2012). Des Weiteren weist chlamydiales LPS nur eine geringe
Endotoxizitat auf, was wahrscheinlich die intrazellulare Lebensweise der Chlamydien
unterstltzt (Brade, Schramek et al. 1986). Zusatzliche antigene Eigenschaften besitzen das
Hitzeschockprotein HSP-60, OmcB (nur in EK) und MOMP (outer membrane porin) (Parte
2012).

Einige Chlamydienspezies enthalten extrachromosomale Plasmide. lhre vollstandige
Funktion ist nicht abschlieBend geklart. Sie konnten einen Virulenzfaktor fiir die Chlamydien
darstellen. So haufen plasmidhaltige Chlamydia trachomatis-Stamme wahrend des
Entwicklungszyklus vermehrt Glykogen an und es wurde nachgewiesen, dass plasmidlose
Chlamydia trachomatis Stdmme langsamer wachsen als plasmidhaltige (Wang, Kahane et
al. 2013). Das Plasmidprotein Pgp3 soll in der Lage sein, eine pro-inflammatorische Reaktion
in Makrophagen auszulésen, indem es sie zur Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen
anregt (Li, Chen et al. 2008). Des Weiteren koénnten Plasmide einen geeigneten Vektor
darstellen, um zu Forschungszwecken Genkonstrukte in die Chlamydien zu schleusen
(Wang, Kahane et al. 2011; Wang, Kahane et al. 2013).

Chlamydien kdnnen bis heute nicht in zellfreien Medien kultiviert werden und werden daher
in Labortieren, Hilhnerembryonen (Braukmann, Sachse et al. 2012) oder Zellkulturen (BGM;
NRL FLI) vermehrt. Die Wachstumsrate in der Zellkultur ist abhangig von der Spezies und
den Biovaren innerhalb der Spezies. Das Laborhandling muss mindestens unter S2-
Bedingungen erfolgen. Einige Spezies und Stamme (avidre C. psittaci-Stdamme) kénnen
sogar nur in S3-Laboren gehandhabt werden.

1.1.3 Entwicklungszyklus

Anders als die meisten anderen Vertreter der Bakterien zeigen Chlamydiae einen
Entwicklungszyklus, der durch morphologisch und physiologisch verschiedene Stadien
charakterisiert ist. Die Art der Vervielfaltigung innerhalb der zytoplasmatischen Vakuole ist
durch die Neuorganisation von Elementarkérperchen (EK) in Retikularkdrperchen (RK)
gekennzeichnet. Zwischen diesen beiden Formen bildet sich kurzzeitig eine intermediare
Form (Intermediarkorperchen, IK) aus. Der Entwicklungszyklus ist beendet, wenn sich die
neu gebildeten RK wieder in EK umwandeln, die in der Lage sind aullerhalb der Zelle zu
Uberleben, um dann neue Wirtszellen zu infizieren. Die zytoplasmatische Vakuole, in der die
Vermehrung der Chlamydien stattfindet, wird chlamydialer Einschluss genannt. Befindet sich
der Einschluss noch in einem frGhen Entwicklungsstadium beinhaltet er nur
Retikularkérperchen. Reife Einschllsse beinhalten alle drei chlamydialen
Entwicklungsformen (EK, IK, RK), denn der Entwicklungszyklus ist nicht synchronisiert (Parte
2012).
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Elementarkérperchen (Parte 2012): EK haben einen Durchmesser von 0,2-0,4 um. Sie
besitzen elektronendichte DNA, die mit Proteinen und einigen Ribosomen kondensiert ist.
Sie sind von einer starren, dreischichtigen Zellwand umgeben, die unempfindlich gegeniber
Ultraschallbestrahlung ist. EK sind metabolisch inaktiv und infektios.

Retikularkérperchen (Parte 2012): RK haben einen Durchmesser von 0,6-1,5 pm. Sie
besitzen weniger dichtes, fibrillares Kernmaterial mit mehr Ribosomen. lhre dreischichtige
Zellwand ist flexibel und anfallig fur Ultraschallbestrahlung. Sie sind nicht infektids, aber
metabolisch aktiv. Sie vermehren sich durch Zweiteilung.

Intermediérkérperchen (Parte 2012): IK befinden sich im Ubergang von RK zu EK. lhre
GroRe ist variabel und sie besitzen kleine Areale kondensierter DNA in der Mitte ihres
Zytoplasmas, mit einem charakteristischen zielscheibenartigen Aussehen. Es konnte bisher
keine Infektiositat festgestellt werden.

Der Entwicklungszyklus kann grob in drei Phasen eingeteilt werden:

1) Anheftung und Eintritt der Elementarkérperchen in die Wirtszellen und
ihre Umwandlung in Retikularkdrperchen.

2) Vermehrung der Retikularkérperchen.

3) Umwandlung eines Grofteils der Retikularkérperchen in die neue
Elementarkérperchengeneration und ihre Freisetzung aus der
Wirtszelle.

Da der Zyklus nicht synchronisiert ist, Uberlappen sich alle drei Phasen innerhalb einer
Vakuole beziehungsweise Wirtszelle (Parte 2012).

1) Die initiale Phase der Interaktion zwischen Chlamydien und den Wirtszellen beruht
auf elektrostatischen Wechselwirkungen der Elementarkérperchen und der Wirtszellwand,
welche durch Kationen zustande kommen. Die Bindung wird weiterhin durch andere
Liganden, wie hsp70, OmcB und MOMP, gesichert. Des Weiteren orientieren sich die Typ-IlI-
Sekretionssysteme auf der Oberflache der Elementarkérperchen in Richtung
Wirtszellmembran. Die Elementarkdrperchen leiten somit ihre Aktin-abhangige Aufnahme in
endozytotische Vakuolen ein (Dumoux, Nans et al. 2014). Aufgenommene
Elementarkdrperchen betreten die Zellen innerhalb von Phagosomen. Phagosomen sind
zytoplasmatische Vakuolen, umgeben von Membranen, die aus der Plasmamembran
entstanden sind. Dabei treten bei Chlamydien ungewdhnlich viele verschiedene Anderungen
der Wirtzellmembran auf, um die Aufnahme zu beginnen. Sie variieren zwischen
phagozytotischen Vertiefungen (,phagocytic cups®), Filopodien zum Einfangen der EKs und
krauseligen Membraneinstilpungen (Nans, Saibil et al. 2014). Wie bei den Eigenschaften
erwahnt, greifen nun die chlamydialen Mechanismen, die eine Entwicklung von Phagosomen
zu Phagolysosomen verhindern. Die chlamydienhaltigen Phagosomen werden innerhalb von
Minuten in eine kernnahe Region innerhalb der Wirtszelle transportiert. Im Innern des
chlamydialen Einschlusses bilden sich die Elementarkdrperchen schnell in junge
Retikularkérperchen um, welche wachsen und sich teilen. Das erst dichte Genmaterial 16st
sich in gleichmaRig verteilte, fibrillare DNA auf. Ribosomen erhéhen ihre Anzahl und die
Zellwand wird diinner und flexibler, aber auch fragiler. Die Vollendung der Umwandlung von
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Elementarkérperchen zu Retikularkérperchen ist durch die Teilung der Retikularkérperchen
gekennzeichnet. (Parte 2012)

2) Die Vermehrung der Chlamydien findet Uber binare Zellteilung ohne sichtbare
Septenbildung der Retikularkérperchen statt. Die Kernteilung wird durch die Abtrennung von
zwei elektronendichten Zonen, die mit fibrillarem Material gefillt sind, gekennzeichnet. Dabei
bilden sich an der Trennebene Einkerbungen in der Zellwand. Die Vermehrung der
Retikularkérperchen findet in einer expandierenden membran-gebundenen Vakuole statt,
welche eine Erweiterung der phagozytotischen Vakuole ist, in der das
Elternelementarkérperchen urspriinglich in die Wirtszelle gebracht wurde. Gegen Ende des
Entwicklungszyklus kann ein Einschluss hunderte chlamydiale Zellen beinhalten und fast das
gesamte Zytoplasma der Wirtszelle ausfillen. (Parte 2012)

3) Der Beginn des Reifungsprozesses wird durch die Hoch-Regulation von Genen, die
fir nukleare Bindungsproteine kodieren, eingeleitet. Diese Gene produzieren Histonproteine,
die denen von Eukaryoten ahnlich sind und nukleares Material in eine elektronendichte
Masse kondensieren kénnen. Diese Kondensation findet in der Mitte des Zytoplasmas statt.
Dadurch bilden sich aus den Retikularkérperchen die Intermediarkérperchen. Die
Retikularkérperchen fahren mit der Teilung und Umwandlung zu Elementarkdérperchen fort,
bis die Wirtszelle die Vermehrung der Chlamydien nicht mehr unterstitzen kann.
Elementarkérperchen teilen sich nicht. Es gibt kein klares Ende des Entwicklungszyklus,
aber normalerweise ist 48 bis 72 Stunden nach der Infektion der Punkt erreicht, an dem das
Maximum an infektidsen Elementarkdrperchen gebildet wurde. Dies ist abhangig von Wirt,
Chlamydienstamm und —spezies. An diesem Punkt existieren alle drei Entwicklungsformen
der Chlamydien in einem Einschluss. (Parte 2012)

Wie die Chlamydien die Wirtszelle wieder verlassen, ist noch nicht hinreichend geklart. Es
werden zwei unabhangige Methoden der Freisetzung von  chlamydialen
Elementarkérperchen in vitro unterschieden:

1. Herausbringen (,Extrusion) des Einschlusses aus der
infizierten Zelle ohne sie zu zerstéren (Neeper, Patton et al.
1990; Hybiske and Stephens 2007)

2. Lyse des intrazellularen Einschlusses mit darauffolgender
Zerstérung der Wirtszelle (Hybiske and Stephens 2007)

Die sogenannte ,Extrusion“ lauft in drei Schritten ab: i) Ausstilpung des
membrangebundenen Einschlusses, ii) Ausdinnung und Einkerbung des Einschlusses an
der Nahtstelle und iii) Abtrennung des Einschlusses (Hybiske and Stephens 2007). Dieser
Mechanismus ist von einer Aktinpolymerisation durch die Chlamydien abhéangig. Die
Méoglichkeit die Zelle zu verlassen ohne sie zu zerstoren konnte hilfreich fir die Ausbildung
einer chronischen beziehungsweise persistenten Infektion sein (Hybiske and Stephens 2007;
Chin, Kirker et al. 2012).

1.1.4 Krankheitsbild und Behandlung

Chlamydien bewirken eine Vielzahl von Krankheitssymptomen. Diese sind abhangig von der
Chlamydienspezies und dem betroffenen Wirt. Es kann zu Atemwegserkrankungen
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(Ornithose/Psittakose), Darmerkrankungen und zu Erkrankungen des Reproduktionstraktes
(Hydrosalpinx) und des Auges (Trachom) kommen.

Chlamydiale Erkrankungen kénnen mit Antibiotika behandelt werden. Dabei ist die Wahl des
Antibiotikums sehr entscheidend. Das Wachstum der Chlamydien wird durch Tetrazykline,
Makrolide, Azalide, Chloramphenicol, Rifampin und Fluorchinolone gehemmt. Keinen hem-
menden Effekt haben Aminoglykoside, Bacitracin und Vancomycin. Penicillin bindet an
Penicillin-bindende Proteine (PBPs) und inhibiert so die Synthese des Peptidoglykans und
unterbricht damit den Entwicklungszyklus. Dies kann aber durch Absetzen des Medikaments
wieder ruckgangig gemacht werden. Die Medikamente der Wahl fur chlamydiale Erkrankun-
gen sind Tetrazykline, Makrolide und Azalide. Unter diesen wahlt man die Praparate mit ei-
ner langanhaltenden Wirkung, wie Doxyzyklin (Prohl, Lohr et al. 2014), oder solche die eine
hohe intrazellulare Konzentration erreichen, wie Azithromycin, aus.

1.1.5. C. pneumoniae Stamm DC40 (TW-183)

Im Jahre 1965 isolierten Grayston und seine Kollegen, wahrend einer Studie zu Impfstoffen
gegen Trachome in Taiwan, nach 182 anderen Isolationen, einen Stamm aus der Konjunk-
tiva eines Kindes. Nach anfanglichen Bestimmungsschwierigkeiten wurde 1989 das erste
Mal offiziell die neue Spezies C. pneumoniae beschrieben (Grayston, Kuo et al. 1989). C.
pneumoniae Stamm TW-183 wird als Typstamm bezeichnet, da er das erste Isolat dieser
Spezies war und nun als Referenz fir alle weiteren zu untersuchenden Stamme gilt.

Zu der Spezies C. pneumoniae werden zurzeit drei(vier) Biovare gezahilt:

- Boviar Human (TW-183, kein Plasmid))

- Biovar Koala (Plasmid)

- Biovar Pferd (Plasmid)

- (Biovar Frosch) (Hotzel, Grossmann et al. 2001)

Der Entwicklungszyklus von C. pneumoniae ist nach circa 60 bis 92 Stunden abgeschlossen
und neu gebildete Elementarkérperchen werden aus der Wirtszelle entlassen. Das ist
deutlich langer als bei C. trachomatis (36 bis 48 Stunden) und zweimal so lang, wie bei C.
pneumoniae Biovar Koala (Roulis, Polkinghorne et al. 2013).

C. pneumoniae kann eine Vielzahl von Zellen infizieren. Dazu gehdren:
GefalRendothelzellen, glatte  Muskelzellen, alveolare Epithelzellen, Fibroblasten,
mononukleare Zellen, T-Zellen, dendritische Zellen und neuronale Gliazellen (Kern, Maass et
al. 2009).

C. pneumoniae zeigt nur eine geringere Virulenz in Hihnerembryoen und in Mausen, die
intrazerebral, intranasal und intravends inokuliert wurden. Vertreter der Spezies vor allem
auch der hier verwendete Stamm TW-183 flihrten nicht zur Ausbildung einer Konjunktivitis
nach Inokulation der Konjunktividen von Affen (Kuo, Chen et al. 1986). Chlamydia
pneumoniae ist resistent gegentber Sulfonamiden.

Die Spezies C. pneumoniae zeichnet sich durch ein breites Wirtspektrum aus. Es existieren
Isolate, die sowohl in Menschen, als auch in anderen Saugetieren, Beuteltieren, Reptilien
und Amphibien gefunden wurden. Genetisch kdnnen diese Isolate in verschiedene Biovare
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eingeteilt werden (siehe 1.1.1 Taxonomie). Der hier verwendete Stamm TW-183 wurde aus
Menschen isoliert und zahlt zum Biovar human.

C. pneumoniae ist ein Pathogen, das vor allem Erkrankungen im Respirationstrakt ausldst.
Dabei kann es zu einer Pharyngitis, Bronchitis bis hin zu einer schweren Pneumonie
kommen. Dies tritt nur sporadisch auf und ist meist auf einzelne Epidemien beschrankt.
Meistens verlauft die Infektion beim Menschen sehr mild und wird daher oft nicht als
Chlamydieninfektion erkannt. Ein einzelner Mensch kann im Laufe seines Lebens mehrmals
ohne es zu merken mit C. pneumoniae infiziert gewesen sein. Die Seropravalenz von C.
pneumoniae im Menschen betragt circa 80%.

Das Biovar Pferd wurde bisher nur sporadisch gefunden. Pferdeherden mit respiratorischen
Symptomen wurden in mehreren Studien auf Chlamydien untersucht. Positive Befunde wur-
den vorerst dem Genus C. psittaci zugeordnet. Bei einer Studie, in der 300 Pferde untersucht
wurden, wurden 15 positiv auf Chlamydien getestet. Ein Isolat aus einem drei Jahre alten
Vollbluthengstfohlen mit serésem Nasenausfluss wurde N16 genannt. 1993 machte Storey
den Vorschlag, unter Nennung mehrerer Anhaltspunkte das Isolat N16 zu dem Genus C.
pneumoniae zu zahlen, mit dem Zusatz, dass dieser deutlich verschieden zu dem humanen
Biovar ist (Wills, Watson et al. 1990; Storey, Lusher et al. 1993).

Das Biovar Koala kann bei Koalas zu einer Konjunktivitis und zu respiratorischen Infektionen
flhren. Zu den respiratorischen Symptomen gehoéren Niesen, Husten, Nasenausfluss und
Brustkorbverengung. Des Weiteren wurde C. pneumoniae Biovar Koala aus dem
Urogenitaltrakt von Koalas, meist zusammen mit C. pecorum, isoliert. Krankheitssymptome
traten nur wahrend der Ko-Infektion beider Chlamydienspezies auf. C. pneumoniae alleine
fihrte im Urogenitaltrakt nicht zu Symptomen (Jackson, White et al. 1999).

Chlamydia pneumoniae wurde in mehreren Fallen ebenfalls aus Froschen isoliert. Die
Frésche zeigten meist einen akuten Verlauf, der zu einem plétzlichen Tod flhrte. Untersu-
chungen ergaben einen schlechten Ernahrungszustand, Leber- und Nierenschwellung,
Splenomegalie und in einem Fall auch eine hamorrhagische Pneumonie. Genanalysen erga-
ben, dass die Froschisolate dem Biovar Koala sehr ahnlich sind, sich aber doch leicht in ih-
ren ompA und ompB Genen unterschieden. Die Gensequenzen der Froschisolate waren
deutlich verschieden zum Biovar Mensch (TW-183) und Pferd, weshalb hier ein weiteres
Biovar vorgeschlagen wird (Berger, Volp et al. 1999; Hotzel, Grossmann et al. 2001).

Nach der neuesten Genomentschlisselung des Stammes LPCoLN von Biovar Koala wird
angenommen, dass sich die humanen Stdamme von C. pneumoniae vor langer Zeit aus
einem tierischen Stamm entwickelt haben. Die Genomanalyse zeigte, dass das Genom des
Koala-Stammes deutlich gréRer ist (10 bis 12 bp), als das der vier bisher entschlisselten
humanen Stamme. Des Weiteren wurde im Koala-Genom ein Plasmid gefunden, das in den
meisten humanen Stammen, so wie in unserem TW-183- Stamm nicht vorhanden ist. Es
wird also angenommen, dass sich der tierische Stamm im Laufe der Evolution an den
Menschen als Wirt angepasst hat, indem es sein Genom fragmentierte und teilweise
aufloste, wobei das Genprodukt dann entweder eingeschrankte Funktionen erhielt oder sich
spezialisierte (Myers, Mathews et al. 2009; Mitchell, Hovis et al. 2010). Daraus folgernd kam
es anscheinend zu zumindest einer zoonotischen Ubertragung von C. pneumoniae von Tier
zu Mensch in der Vergangenheit. Zusatzlich wurden zwei Isolate bei der indigenen
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Bevolkerungsgruppe von Australien gefunden, welche Gemeinsamkeiten sowohl mit den
humanen Stdmmen, als auch dem Koala-Stamm aufwiesen (Mitchell, Hutton et al. 2010;
Roulis, Polkinghorne et al. 2013). Direkte Ubertragungen von Koala, Pferd oder Frosch auf
den Menschen sind nicht bekannt.

1.1.6 C. psittaci Stamm DC15 (Genotyp: A-6BC)

Derzeit werden innerhalb der Spezies C. psittaci neun Genotypen unterschieden (Beeckman
and Vanrompay 2009; Sachse, Laroucau et al. 2009)

Genotyp A Papageienvogel, Tauben
Genotyp B Papageienvoégel, Tauben
Genotyp C Enten, Ganse

Genotyp D Puten

Genotyp E Tauben, Enten, Puten, Mensch
Genotyp E/B Enten, Puten, Tauben

Genotyp F Papageienvogel, Puten, Sittiche
Genotyp WC Rinder

Genotyp M56 Nagetiere

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Stamm DC15 wurde nach einer Einsendung der
LVUA Stendal im Jahre 2002 im Referenzlabor fir Chlamydiosen (FLI, Jena) isoliert. Die
Probe wurde einem Rinderfetus, nachdem er abortiert worden war, enthommen. Nach
serologischen und genomischen (ompA-Gensequenzierung, DNA-Microarray)
Untersuchungen wurde der Stamm dem Serotyp A und dem Genotyp A-6BC zugeordnet
(Sachse, Laroucau et al. 2008). C. psittaci Stamm 6BC ist der Typstamm (Parte 2012).

Bei einer Untersuchung der Genome von 20 verschiedenen C. psittaci-Stdmmen besallen
alle aulRer einem (GR9) ein circa 8 kilobasen (kb) groRes Plasmid (Read, Joseph et al.
2013).

C. psittaci besitzt 13 Gene, die keine signifikanten Homologien zu anderen Chlamydien-
spezies aufweisen. Vier der 13 C. psittaci-Gene sollen Proteine fiur den Typ-lll-
Sekretionsmechanismus sein. C. psittaci fehlen einige wichtige Komponenten des
Tricarbonsaurezyklus, wie Citrat-Synthase, Aconitase und Isocitrat-Dehydrogenase. Alle
NTPs (Nucelotidtriphosphate) werden von C. psittaci von der Wirtszelle bezogen, denn es
wurde Uber eine ATP/ADP-Translocase, welche die Retikularkérperchen befahigt sich mit
ATP von der Wirtszelle zu versorgen, berichtet (Voigt, Schofl et al. 2012).

Wahrend des ersten Tages der Replikation im Wirt formen sich lose verbundene
Mikrokolonien, die den Anschein erwecken, dass sich C. psittaci im ganzen Zytoplasma der
Wirtszelle verteilt, was bei C. trachomatis nicht zu sehen ist. Diese Mikrokolonien konnten
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nicht mit der lod-Farbung angefarbt werden, was bedeutet, dass sie kein Glykogen bilden.
Die Vermehrung des Organismus kann mit Tetrazyklin gehemmt werden, aber nicht mit
Sulfonamiden (L.A. 1968).

Seit der Isolation wurde der Stamm zu Forschungszwecken an viele andere
Forschungsgruppen weitergegeben. Er wird haufig verwendet, da er nicht zu den avidren
Stammen zahlt und daher unter S2-Bedingungen gehandhabt werden kann.

C. psittaci gehort zu den Chlamydienspezies, die ein sehr breites Wirtsspektrum haben. Vor
allem ist der Erreger unter den Végeln weit verbreitet, aber er kommt auch sehr haufig bei
Menschen und anderen Saugetieren vor.

Infektionen mit C. psittaci wurden bis 2003 bei 465 Vogelspezies nachgewiesen, die zu 30
verschiedenen Vogelordnungen gehoéren. Vor allem sind die Ordnungen Psittacidae
(Kakadu, Papagei, Sittich, Lori) und Columbiformes (Tauben) betroffen. Bei
Kontrolluntersuchungen von Vdgeln professioneller Ziichter und Zoofachladen, die zwischen
1984 und 2000 durchgefiihrt wurden, wurde eine Pravalenz von 6 bis 15 Prozent festgestellt.
Weitere Studien zeigten eine lIsolationsrate von Uber 10 Prozent und Uber 30 Prozent
positive Ergebnisse in der Serologie. Es gibt auch immer wieder Ausbriiche in wirtschaftlich
geflhrten Geflligelfarmen. So wurde von Ausbriichen in Puten-, Ganse und Entenfarmen
berichtet. Hihnerfarmen scheinen gegen C. psittaci-Infektionen etwas resistenter zu sein
(SCAHAW 2002). In Deutschland wurden in den Jahren 2009 bis 2015 1961 Chlamydiose-
Erkrankungen gemeldet, davon Uberdurchschnittlich viele bei Rindern und Schafen. Die
Zahlen sind seit 2009 leicht rlcklaufig bis konstant. 2009 war in dieser Auflistung das
ausbruchreichste Jahr mit 488 Fallen (Tierseuchenbericht 2015, NRL-Chlamydiose, FLI).

In Deutschland wurden in den Jahren 1995 bis 2000 790 Falle von Ornithosen (Psittakose
bei Menschen) gemeldet. In derselben Zeit wurden von Veterinarbehérden 2217 Falle bei
Vogeln registriert (SCAHAW 2002). Das Infektionsepidemiologische Jahrbuch des Robert-
Koch-Institutes 2015 gibt fir das Jahr 2015 10 Ornithosen gemal Referenzdefinition an.
2014 war mit 9 Ornithosen das Jahr mit der geringsten Anzahl seit 2001. Es wird von einem
leicht ricklaufigem Trend seit dem Jahr 2009 gesprochen (Abbildung 1). Sechs der
betroffenen Personen hatten Kontakt zu Végeln gehabt.
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Abbildung 1 Ubermittelte Ornithosen nach Meldejahr, Deutschland, 2001 bis 2015
Infektionsepidemiologisches Jahrbuch meldepflichtiger Krankheiten 2015, Robert-Koch-
Institut, Seite 176

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Genotyp A-6BC wurde bei einer Untersuchung
von 98 Kklinischen Isolaten 15 mal (15%) isoliert. Die Isolate kamen zu 80% von
Papageienvogeln, zu 13% von anderen Vogelarten und zu 6% von Schweinen (Sachse,
Laroucau et al. 2009). Isoliert wurde der Stamm DC15 (A-6BC) aus einem Rind (Sachse,
Laroucau et al. 2008). Es handelt sich also um einen vogeltypischen Stamm, der ab und zu
bei Saugetieren vorkommt.

Vogel zeigen meist eine systemische Infektion, welche je nach Stamm und Wirt variiert.
Klinische Symptome bei einem empfanglichen Wirt, der mit einem hochvirulenten Stamm
infiziert ist, reichen von respiratorischen Symptomen, mukopurulentem Nasen- und
Augenausfluss, Diarrhd, Polyurie bis Abgeschlagenheit. Stdmme mit geringer Virulenz fihren
zu Symptomen, die ahnlich sind, aber nicht so schwerwiegend. Beide Stammvarianten
kénnen auch zu asymptomatischen Infektionen fiihren. Die Ubertragung findet meist direkt
Uber Fazes und Nasenausfluss statt. Die Ausscheidung Uber die Fazes verlauft meist
intermittierend und wird durch Stressfaktoren, wie Transport, Uberbelegung, Unterkiihlung,
Briten und dem Umgang mit den Tieren ausgeldst. Der Erreger wird ebenfalls (iber Aerosole
oder kontaminierten Staub Ubertragen. Es gibt auch einige Falle, in denen es zu einer
Ubertragung von Elterntieren auf die Jungtiere kam und zwar durch das Hochwiirgen von
Futter oder die Verschmutzung des Nestes durch Fazes. Echte vertikale Ubertragungen sind
selten, wurden aber fir Hihner, Enten, Sittiche, Seeméwen und Schneeganse beschrieben.
Dies passiert aber so selten, das nicht von einer Gefahr fir tierische Produkte ausgegangen
werden kann (SCAHAW 2002).

Die Symptome beim Menschen reichen von grippedhnlichen Syndromen bis hin zu schweren
systemischen Erkrankungen, die mit einer Pneumonie und eventuell einer Enzephalitis ein-
hergehen. Wenn sie schnell erkannt und richtig behandelt wird, endet die Erkrankung selten
todlich. Die schweren Verlaufe kommen vor allem bei Yopis (young, old, pregnant, immu-
nodeficient) vor. Patienten klagen Uber Kopfschmerzen, Fieber, Kaltegeflhl, Unwohlsein und
Muskelschmerzen mit oder ohne respiratorische Beschwerden. Zu den respiratorischen
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Symptomen gehoért unproduktiver Husten und Schweratmigkeit. Zuweilen treten auch
gastrointestinale Probleme auf, wie Diarrhd, Bauchschmerzen und Ubelkeit. Bei
schwangeren Frauen kann es zu Friihgeburten und dem Absterben des F6tus kommen. Die
Ubertragung findet direkt iiber den Kontakt mit kontaminierten Ausfliissen oder iiber die Luft
statt (SCAHAW 2002; Beeckman and Vanrompay 2009).

Da C. psittaci ein so breites Wirtsspektrum hat, hat es ein sehr hohes zoonotisches Potential.
Erkrankungen bei Menschen sind meistens mit einem engen Kontakt zu Vdgeln assoziiert.
Geflugelfarmer, Vogelziichter und Tierarzte sind die am Meisten gefahrdetsten Personen. Es
gibt aber auch Berichte Uber Infektionen von Menschen, die Vdgel im Garten fitterten oder
im Garten Arbeit verrichteten. Des Weiteren stellen auch Stadttauben ein gewisses Risiko
dar. Die bisher aus Menschen isolierten Stdmme gehdrten vornehmlich zu den Genotypen A
(hier verwendet), B und E/B (Sachse, Laroucau et al. 2009). Ubertragungen von Mensch zu
Mensch kommen eher selten vor, sind aber mdglich. Im Jahr 2012 kam es in Schottland zur
Ubertragung von C. psittaci von einem Ausgangspatienten auf fiinf weitere Personen (vier
Familienmitglieder, ein medizinisches Personal). Anfang 2013 wurde von einem weiteren Fall
von Mensch zu Mensch Ubertragungen in Schweden berichtet. Hier kam es zu zehn
Ubertragungen (zwei Familienmitglieder, acht medizinisches Personal). Aufgrund
epidemiologischer und diagnostischer Schwierigkeiten sind diese Falle aber nicht 100%ig
gesichert (Wallensten, Fredlund et al. 2014).

1.1.7 C. muridarum Stamm DC39 (Nigg)

C. muridarum wurde in den 1930er und 40er Jahren bei Experimenten zum Influenza-Virus
erstmals isoliert. Einige der eingesetzten Labormause waren mit dem unbekannten Erreger
durchseucht und flhrten zu einer deutlichen Mortalitdtssteigerung, in mehreren Influenza-
Studien (James G. Fox 2006). 1938 und 1942 wurden detaillierte Beschreibungen des neu
entdeckten Erregers verodffentlicht (Gordon, Freeman et al. 1938; Nigg 1942). Das Isolat von
Gordon (Gordon, Freeman et al. 1938) wurde erst als das Chicago-Isolat bezeichnet, da es
an der Universitdt von Chicago beschrieben wurde. Emilio Weiss, ein Student dieser
Universitat, veroffentlichte eine detaillierte Beschreibung des Isolates und Vergleiche zu
anderen Chlamydienspezies (Weiss 1949). Als das Isolat dann fiir weitere Forschungen an
andere Laboratorien weitergegeben wurde, wurde es als das Weiss-Isolat bekannt. Das in
dieser Doktorarbeit verwendete Isolat von Clara Nigg (Nigg 1942) wurde in der ,American
Type Culture Collection* hinterlegt, im Jahr 2000 sequenziert (Read, Brunham et al. 2000)
und wird als das Nigg-Isolat bezeichnet. Heute werden beide Isolate abwechselnd eingesetzt
und wurden lange als identisch angesehen. 2009 wurde von Ramsey et al. eine
Vergleichsstudie mit den beiden Isolaten durchgeflihrt. Er fand einige Unterschiede in ihrem
Virulenzverhalten. So schien das Weiss-Isolat etwas virulenter in Sachen Wachstum und
Krankheitsverlauf (Ramsey, Sigar et al. 2009).

C. muridarum wird als Spezies mit zwei Stammen beschrieben:

MoPn Mauspneumonitisstamm (Nigg, Weiss)(Plasmid: pMoPn)
SFPD isoliert aus Hamster mit lleitis (Stills, Fox et al. 1991).

Die ,plasticity zone* (PZ: sehr variable Genregion) des C. muridarum-Genoms enthalt drei
,open reading frames“ (ORF), die fiir Proteine kodieren, die denen der ,large cytotoxins A
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and B* (LCTs) von Clostridium difficile sehr ahnlich sind. Es wird vermutet, dass diese Toxine
die Funktion von GTP-bindenden Proteinen hemmt, wodurch die frilhe Kooperation mit
Wirtsendosomen gestort wird. Deswegen bleibt die Infektion auf die apikale Seite von
Epithelzellen beschrankt und der Erreger wird nicht von Monozyten aufgenommen, die C.
muridarum im Organismus verbreiten konnen. Dies unterstutzt wiederum die Ausbildung
einer persistenten Infektion in Zusammenhang mit einer chronischen, unterschwelligen,
entzindlichen Immunantwort (Read, Brunham et al. 2000). Des Weiteren ahnelt das
Lymphostatin-Adherenzfaktorgen von EHEC diesen chlamydialen Zytotoxinen (Read,
Brunham et al. 2000; Voigt, Schofl et al. 2012). Um eine chronische, unterschwellige,
entziindliche Immunantwort aufrecht zu erhalten, muss der Erreger dem Immunsystem des
Wirtes teilweise entgegenwirken. Es wird angenommen, dass daflr ein immunsuppressiver
Faktor gebraucht wird, der zum Beispiel die Aktivierung von Lymphozyten hemmt. Fir das
Lymphostatin-Protein von E.coli ist dies beschrieben (Belland, Scidmore et al. 2001).

C. muridarum (Nigg) besitzt mindestens drei Gene, die es von C. trachomatis unterscheiden.
Dazu gehéren ein Gen, das fur eine DNA-Helicase kodiert und zwei weitere, die fur eine
Phosphoribosyl-Transferase (upp) kodieren (Read, Brunham et al. 2000).

C. muridarum wurde bisher nur aus Mitgliedern der Familie Muridae, zu der Mause und
Hamster gehoren, isoliert und das zum letzten Mal in den 90er Jahren des 20. Jahrhunderts
(Stills, Fox et al. 1991).

Labormause, die mit C. muridarum infiziert waren, zeigten keine klinischen Symptome.
Symptome wurden erst wahrend einer Sekundarinfektion mit einem anderen Erreger oder
durch mehrmaliges Passagieren und die dadurch bewirkte Vermehrung des Erregers
deutlich. Die naturliche Infektion der Mause verlauft daher subklinisch und kommt nur bei
geschwachten Tieren zum Vorschein. Im Labor konnte eine Infektion mit 10* IFU (»inclusion
forming units®) C. muridarum pro Maus induziert werden, von der die Mause wieder genasen.
Nach einer Genesung waren die Mause gegen eine weitere Infektion immun. Hohere
Infektionsdosen fiihrten meistens zu einem letalen Ausgang der Infektion. Klinische
Symptome nach einer solchen Infektion beinhalten Gewichtsverlust, Lethargie, Atemnot,
Tod. Pathologisch findet man eine deutliche Pneumonitis mit diversen mononuklearen
Infiltraten (James G. Fox 2006).

Mause werden auch als Model fur Infektionen des Genitaltraktes genutzt. Da C. muridarum
eine maustypische Chlamydienspezies ist, wird dieser Erreger anstatt von dem humanen C.
trachomatis-Stamm angewandt. Nach einer Infektion mit 10? IFU C. muridarum pro Maus
direkt in die Vagina konnten die Mause erfolgreich infiziert werden. Dies gelingt nicht
wéahrend des Ostrus, da in dieser Zeit die vermehrte Schleimbildung und die abgeschilferten
Zellen eine nattrliche Blockade bilden. Zu den Symptomen einer genitalen Infektion gehoéren
Hydrosalpinx und daraus resultierende Infertilitdt (James G. Fox 2006).

Die Ubertragung des Erregers erfolgt wahrscheinlich tiber die fakal-orale Route. Wenn man
infizierte Tiere und nicht infizierte Tiere zusammen héalt, kommt es selten zu einer
Ubertragung. Bei Versuchen konnten aber Ubertragungen durch die Aufhahme von
infizierten Kadavern und Trinkwasser nachgewiesen werden. Bei der oralen Aufnahme
gelangen die Erreger vermutlich durch Aspiration auch in das respiratorische System (Karr
1943). Bei weiteren Untersuchungen wurde der Erreger ebenfalls aus mesenterialen
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Lymphknoten isoliert, die den Darm versorgen. Mause sind dafir bekannt, dass sie
koprophagisch sind. Es wird angenommen, dass sie schon als Jungtiere die Fazes infizierter
Mause aufnehmen, sie dann in den Respirationstrakt gelangen und dort eine subklinische
Infektion ausbilden, da die Erregerlast auf diese Weise sehr gering ist. Daher wird der Darm
als primares Infektionsgewebe flr C. muridarum spekuliert. Dazu passt auch, dass der einzig
weitere Stamm von C. muridarum wahrend einer lleitis aus dem Darm eines Hamsters iso-
liert wurde (James G. Fox 2006).

Hamster bilden nach Infektion eine ,transmissible proliferative ileitis“ (TPI) aus (Stills, Fox et
al. 1991; Stills 1991; Fox, Stills et al. 1993).

C. muridarum wurde bisher nur aus Mausen und Hamstern isoliert. Es gibt keine Berichte
Uber eine Infektion von Menschen. Das zoonotische Potential ist sehr gering bis nicht
vorhanden.

1.2 Makrophagen

Monozyten sind die Vorlauferzellen der Makrophagen. Sie stellen sich als 12-15 ym grol3e
Zellen dar, die einen exzentrischen bis zentrischen meist nierenférmigen Zellkern besitzen,
der bis zu 50% des Zytoplasmas ausflllen kann. Sie besitzen eine krauselige Oberflache,
ohne prominente Pseudopodien und kleine sowie groRe Granuli und Vakuolen (Auger 1992).
Makrophagen hingegen sind gro3e, unregelmaRig geformte Zellen mit einem Durchmessser
von 25-50 um (Auger 1992). lhr runder bzw. ovaler Zellkern liegt exzentrisch und bis zu 2
Nucleoli treten auf. Mitochondrien und Golgi-Apparat finden sich vor allem im Zentrum der
Zellen (Auger 1992). Nach Sutton et al enthalten Makrophagen mehr Zytoplasma als
Monozyten, Lysosomen vervielfaltigen und vergroRern sich und es entwickeln sich
Pseudopodien, die sehr breit sind und reichlich Vesikel enthalten (Sutton and Weiss 1966).

Abbildung 2 Schematische Darstellung
eines Monocyten und eines Makrophagen

w Der Vergleich von Monozyt und Makrophage

zeigt, dass Makrophagen einen
unregelmafligeren Rand mit Pseudopodien
besitzen, mehr Vakuolen im Zytoplasma
enthalten und einen eher runden Zellkern
besitzen.

Monocyte Macrophage

hitp://courses.lumenlearning.net/biology/wp-content/uploads/sites/5/2014/02/Figure_17_02_
04.jpg

1.2.1. Stellung im Immunsystem

Alle Zellen des Immunsystems werden im Knochenmark gebildet. Aus einer pluripotenten
Vorlauferzelle entwickeln sich drei Linien zur Weiterdifferenzierung, indem sich eine
gemeinsame lymphatische Vorlauferzelle, eine gemeinsame myeloide Vorlauferzelle und die
Megakaryozyten-/Erythrozyten- Vorlauferzelle bildet. Aus der gemeinsamen lymphatischen
Vorlauferzelle entwickeln sich die B-, T-, NK- (natlrliche Killer-)- und dendritischen Zellen,
die dann in die lymphatischen Gewebe einwandern und dort gepragt werden. Die
dendritische Zelle wandert ins Blut ein und kann bei Infektionen ins Gewebe eindringen. Bei
Kontakt mit eingedrungenen Erregern werden sie aktiviert. Sie wandern in lymphatische
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Gewebe ein, um aufgenommenes Antigen zu prasentieren. Die Makrophagen hingegen
stammen aus der myeloiden Linie. Sie entwickeln sich aus der gemeinsamen myeloiden
Vorlauferzelle Uber eine Granulozyten-/ Makrophagen- Vorlauferzelle, die ins Blut gelangt
und sich dann je nachdem zu basophilen, eosinophilen oder neutrophilen Granulozyten, zu
Monozyten oder einem Mastzellvorlaufer weiterentwickeln. Fir diese Aufteilung sind die
Faktoren GM-CSF (granulocyte-macrophage stimulating factor) und M-CSF (macrophage
stimulating factor) verantwortlich. Aus den Monozyten differenzieren sich die Makrophagen,
wenn sie die Blutbahn verlassen und ins Gewebe einwandern (Kenneth M. Murphy 2009,
S.7-9). Makrophagen werden kontinuierlich aus den Monozyten gebildet und kommen in
groller Anzahl im Bindegewebe, in der Submucosa des Verdauungstraktes, in der Lunge
(Interstitium, Alveolen), entlang bestimmter Blutgefaf3e in der Leber und in der Milz vor. Sie
haben im Gewebe oft spezielle Namen, wie kupffersche Sternzellen in der Leber,
Chondroklasten im Knorpelgewebe oder Histiozyten im Bindegewebe.

Makrophagen bilden eine wichtige erste Abwehrlinie der angeborenen Immunitat, nachdem
ein Fremdorganismus die ersten Barrieren des Koérpers, wie Saureschicht und Epithel Gber-
wunden hat. Makrophagen haben dann wichtige Funktionen in der angeborenen und adapti-
ven Immunantwort. Sie sind ein bedeutender Bestandteil der zellularen Immunitat. Makro-
phagen sind phagozytotisch aktiv, kdnnen Signalstoffe abgeben und Antigene prasentieren.
Durch ihre vornehmlich phagozytotische Aktivitat werden sie auch als ,Fresszellen® bezeich-
net. Sie nehmen eingedrungene Mikroorganismen, tote oder apoptotische Zellen, gealterte
Zellen, Zelltrammer und opsonierte Erreger auf. In ihrem Inneren stehen dann Mechanismen
zur Verfigung, um die aufgenommenen Partikel abzubauen. Sie spielen nicht nur eine
wichtige Rolle bei der Bekdmpfung von Infektionserregern, sondern auch bei der Beseitigung
von alten, nicht mehr funktionsfahigen oder fehlgeleiteten Zellen (Abbildung 3). Die
eingedrungenen Mikroorganismen werden durch Rezeptoren (siehe 1.2.3 Polarisation)
erkannt, die an allgemeine Antigene der Eindringlinge binden (Kenneth M. Murphy 2009,
S.19). Durch die Aktivierung der Rezeptoren wird die Zelle dazu veranlasst die
Mikroorganismen aufzunehmen. Zusatzlich kommt es dadurch zu einer Freisetzung von
Zytokinen und Chemokinen, die zur Ausbildung einer Entziindung flhren. Dabei werden
Zellen und Molekile des angeborenen Immunsystems aus dem Blut ins Gewebe gelockt
(Abbildung 3). Es kommt zu einer direkten Zerstérung der eingedrungenen Erreger. Des
Weiteren flhrt die eingeleitete Entziindungsreaktion zu einem erhoéhten Zustrom der
Lymphflissigkeit. Dadurch gelangen Lymphozyten in das Entzindungsgebiet und werden
dort aktiviert. Die adaptive Immunantwort mit zytotoxischen T-Zellen (siehe 1.2.2) und
Antikdrperbildung wird eingeleitet. Wahrend der Entzindungsreaktion wird auch die
Komplementkaskade ausgelost, die durch bestimmte Oberflaichenmolekiile auf den
Bakterien eingeleitet wird. Dabei werden die Erreger von dem Komplementprotein C3b
opsoniert und daraufhin von den Makrophagen beseitigt (Abbildung 3). Die vorherrschenden
Zelltypen der ersten Phase der Entzindung sind Makrophagen und neutrophile
Granulozyten, weswegen sie auch als Entziindungszellen bezeichnet werden. Die
neutrophilen Granulozyten werden durch die von den Makrophagen freigesetzten
Signalstoffe angelockt. Kurz darauf wandern weitere Monozyten ins Gewebe ein, um die
angeborene Immunantwort zu Starken und aufrecht zu erhalten. Makrophagen nehmen die
eingedrungenen Erreger mithilfe der Phagozytose (siehe 1.2.2) auf und zerstéren sie
bestenfalls (Kenneth M. Murphy 2009, Kapitel 2: Die angeborene Immunitat). Einige Erreger
kénnen diesem Mechanismus aber entgehen und kénnen nicht sofort zerstort werden. Dann
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binden Ty1-Zellen an ihrer Oberflache und aktivieren die Makrophagen, sodass sie zu einer
verstarkten Abwehrreaktion in der Lage sind. Dazu werden Antigene der Eindringlinge auf
der Oberflache der Makrophagen prasentiert (Abbildung 3, 1.2.2)(Kenneth M. Murphy 2009,
S. 465-471)

allgemeine = aut/Schleimhaut BlutgefaR

H
Sauberungsarbeiten M%

angeborene —
g / y
Immunantwort -

N

erworbene
Immunantwort

CXCL2 ____'_————________ \| Monazyten
TNFa - "
LTa

Abbildung 3 Ubersicht iiber die Stellung der Makrophagen im Immunsystem und ihre
Hauptaufgaben

Makrophagen (M@) bilden die erste Verteidigungslinie nach Eindringen von Fremdorganismen in
den Korper. Sie phagozytieren den Erreger (blau) und téten ihn nach Bildung eines Phagolysosoms.
Schafft der Makrophage es nicht die Bakterien zu téten, kann er durch Ty1-Zellen aktiviert werden,
was seine toxischen Eigenschaften erhéht. Er kann aber auch von zytotoxischen T-Zellen (Tcyt)
angegriffen werden. Dann werden die Erreger wieder freigesetzt und kénnen von einer ,frischen”
Makrophage aufgenommen werden. Nach der phagozytotischen Aufnahme der Erreger werden
Signalstoffe freigesetzt, die weitere Immunzellen anlocken, aktivieren und die Gefallendothelwand
permeabler machen. Des Weiteren nehmen die Makrophagen opsonierte Erreger auf und bauen sie
ab. Opsonierende Eigenschaften hat das Komplementprotein C3b (griin) und die von den B-Zellen
gebildeten Antikérper (AK, pink). Makrophagen sind auch fir allgemeine Sauberungsarbeiten
zustandig. Sie phagozytieren z.B. alte Blutzellen in der Milz oder altersschwache Zellen, die den
Fas-Liganden exprimieren (Kenneth M. Murphy 2009). NK: naturliche Killerzelle; Lys: Lysosom; T: T-
Zelle

1.2.2 Abwehrmechanismen

Der initiale Mechanismus der Makrophagen zur Abtétung eingedrungener Fremdorganismen
ist die Phagozytose. Bei der Phagozytose stulpt sich die Membran nach Bindung des Erre-
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gers an die Makrophagenoberflache ein. Dabei wird der Erreger nach und nach von der
Makrophagenmembran umhiillt und befindet sich schliel3lich in einem abgeschlossenen
Vesikel innerhalb der Makrophage. Dieses Vesikel wird als Phagosom bezeichnet. Das
Phagosom wird dann angesauert, wodurch viele Eindringlinge schon zerstért werden. Durch
eine dicke Zellwand, wie bei Bakterien und Pilzen sind sie aber oft geschitzt und der
Makrophage muss weitere Anstrengungen unternehmen. Dazu besitzen Makrophagen die
Lysosomen. Das sind Vesikel, die Enzyme, Proteine und Peptide enthalten, die die Erreger
angreifen. Phagosom und Lysosom verschmelzen miteinander zu einem Phagolysosom,
wodurch die Erreger mit dem Inhalt der Lysosomen in Kontakt kommen. Zu dem Inhalt der
Lysosomen gehoren proteolytische Enzyme, wie Elastase, saure Hydrolasen und Lysozym.
Weitere Stoffe sind Defensine, kationische Proteine, Laktoferrin und ein Vitamin-B12-
bindendes Protein.

Darlber hinaus verfiigen Makrophagen Uber induzierbare Enzymsysteme zur Abtétung der
Bakterien. Dazu gehoért die respiratorische Entladung (,respiratory burst®). Dabei wandelt
eine aktivierte NADPH-Oxidase Sauerstoffmolekiile (O,) in Superoxid (O;) um und die
Superoxid-Dismutase wandelt dann das Superoxid in Wasserstoffperoxid (H>O,) um.
Peroxidasen und Eisen fihren zur Umwandlung des gebildeten H,O, in Hypochloritionen,
Hypobromit und Hydroxylradikale.

Ein weiterer Mechanismus ist die Bildung von Stickstoffmonoxid (NO) aus L-Arginin. Die
induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) katalysiert dafir folgende Reaktion:

L-Arginin + NADPH + H* + 2 O, < Citrullin + NO + NADP".

NO reagiert dann als reaktive Sauerstoffspezies (ROS) mit dem Superoxid der NADPH-
Oxidase zu dem hochreaktiven Peroxinitrit (ONOQ™) (Squadrito and Pryor 1998). Peroxinitrit
reagiert mit stets vorhandenem CO, zum kurzlebigen Nitrosoperoxycarbonat-lon, das in zwei
hochreaktive Radikale zerfallt, die DNA-Schaden verursachen. Des Weiteren ist Peroxynitrit
in der Lage, intrazellular den Glutathionspiegel zu senken und dadurch die Apoptose
herbeizuflihren (Bauer, Dormann et al. 2000).

Ein dritter Abwehrmechanismus der Makrophagen (und anderer Zelltypen) ist die
Tryptophanlimitierung durch Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO). Dieses Enzym katalysiert die
Oxidation von L-Tryptophan zu N-Formyl-L-Kynurenin. Als Substrat wird ebenfalls D-
Tryptophan akzeptiert. Auch Superoxid kann unter bestimmten Umstanden als
Sauerstoffdonor agieren (Werner and Werner-Felmayer 2007). Indolamin-2,3-Dioxygenase
wird durch IFNy induziert. Tryptophan ist fiir einige Bakterien eine essentielle Aminosaure
und wichtig flir deren Vermehrung. Die Tryptophanlimitierung fihrt zur Stagnierung der
Proteinbiosynthese der Erreger und die Abbauprodukte, die durch IDO entstehen, fiihren zur
Bildung regulatorischer T-Zellen (Chen, Liang et al. 2008).

Intrazellulare Erreger, wie die hier untersuchten Chlamydien, sind in der Lage in den
Phagosomen zu Uberleben und sich dort sogar zu vermehren. Dazu umgehen sie die eben
beschriebenen Abwehrmechanismen indem sie die Verschmelzung von Phagosom und
Lysosom verhindern oder die Ansauerung des Phagosoms unterbinden. Ein niedriger pH-
Wert wird fur die Aktivierung der lysosomalen Proteasen bendtigt. Kann der Erreger nach der
Phagozytose von den Makrophagen nicht getdétet werden, kommt es zur
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Makrophagenaktivierung durch Ty1-Zellen. Daflir werden Bakterienpeptide durch MHCII-
Molekuile an der Makrophagenoberflache prasentiert. Trifft nun eine Ty1-Effektorzelle, die flr
dieses bakterielle Peptid spezifisch ist, auf einen infizierten Makrophagen, so wird sie
angeregt IFNy zu sezernieren und den CD40-Liganden (CD40L) zu exprimieren. Diese
beiden neu synthetisierten Ty1-Proteine aktivieren dann zusammen den Makrophagen. In
einem aktivierten Makrophagen verschmelzen Lysosom und Phagolysosom besser
miteinander. Er steigert seine CD40-Expression und die der TNF-Rezeptoren. Sie werden
stimuliert verstarkt TNFa freizusetzen (Abbildung 3). Unter Umstanden kann der CD40L auf
den Ty1-Zellen in seiner Funktion von TNFa oder LT-a ersetzt werden. TNFa und IFNy
bewirken zusammen eine gréRere antibakterielle Wirkung des Makrophagen. Hierzu wird
besonders die Bildung von NO und O, geférdert. Aufgrund der Bindung an den CD40L der
T-Zelle verstarkt der Makrophage aullerdem die Expression seiner B7-Proteine
(CD80/CD86) und seiner MHCII-Molekiile. Dies flhrt zur Aktivierung weiterer ruhender CD4-
T-Zellen und zu einer erhdhten Antigenprasentation (Kenneth M. Murphy 2009, S 465-471).

Chronisch infizierte Makrophagen, die nicht von CD4-Zellen aktiviert werden kdnnen, stellen
eine Infektionsquelle dar. Aktivierte Ty1-Zellen exprimieren den Fas-Liganden, wahrend
Makrophagen den Fas-Rezeptor exprimieren. Wenn die Ty1-Zelle an Fas bindet, leitet sie
die Apoptose des Makrophagen ein (Kenneth M. Murphy 2009, S.469-470). Auch
zytotoxische T-Zellen kénnen infizierte Makrophagen erkennen, wenn der Erreger das
Phagosom verlassen konnte und dessen Peptide nun Uber MHCI prasentiert werden
(Abbildung 3). Auch sie l6sen den programmierten Zelltod aus (Apoptose). Wieder
freigesetzte Erreger werden daraufhin von neuen Makrophagen aufgenommen (Kenneth M.
Murphy 2009, S. 470).

Apoptotische Zellen senden Signale aus, um von Makrophagen aufgenommen zu werden.
Die Aufnahme der Apoptosevesikel fihrt zu einer verringerten Zytokinabgabe durch M1-
Makrophagen. Dadurch wird eine inflammatorische in eine anti-inflammatorische Reaktion
umgewandelt. Dies ist ein Mechanismus, der dazu beitragt die Homdostase des Korpers
wiederherzustellen (M.A. Vega 2006).

1.2.3 Polarisation

In der vorliegenden Doktorarbeit wird Polarisation der Makrophagen als das Aufteilen der
Zelltypen in gegensatzliche Typen definiert. Je nachdem durch welches Signal die
Makrophagen aktiviert werden, erhalten sie unterschiedliche Funktionen, Zytokin- und
Antigen-Expressionsprofile. In Anlehnung an die T-Helfer-Zellnomenklatur kann man zwei
bestimmte Makrophagentypen unterscheiden: Klassisch aktivierte Makrophagen (M1) und
alternativ aktivierte Makrophagen (M2) (Serotec 2013). M2-Makrophagen werden von
verschiedenen Stimuli aktiviert und bilden dadurch weitere Untergruppierungen aus (M2a, b,
¢, d, M4). Die Ausbildung zweier gegensatzlicher Makrophagentypen ist wichtig fur die
Wiederherstellung der Homdostase nach erfolgreicher Eliminierung von eingedrungenen
Pathogenen. Wenn die Entziindungsreaktion nicht gestoppt werden koénnte, wirde es zu
schwerwiegenden Schaden im Organismus kommen und eine Heilung der zerstorten
Gewebe ware unmoglich (Goerdt, Politz et al. 1999).

MO-Makrophagen stehen flir erste Abwehrvorgange bereit. Sie zeichnen sich durch einen
geringen Sauerstoffverbrauch, eine geringe Proteinsyntheserate und eine malige

17



THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Zytokinproduktion aus (Martinez, Helming et al. 2009). Auf ihrer Oberflache findet man
CD14, CD206, CLECTYA, Scavanger-Rezeptoren und Toll-like-Rezeptoren (TLR)
(Abbildung 4).

Abbildung 4 Naive Makrophage mit

D14 typischen Rezeptoren
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M1-Makrophagen flihren zu einem pro-inflammatorischen Erscheinungsbild. Sie zeigen
starke zytotoxische, mikrobizide und anti-proliferative Fahigkeiten, da sie ROS, RNS, NO
und pro-inflammatorische Zytokine freisetzen (M.A. Vega 2006). Die Stimulantien, die zur
Aktivierung von M1-Makrophagen fiihren und die exprimierten Oberflachenproteine, Zytokine
und Enzyme wurden in Tabelle1 und Tabelle 2 zusammengestellt.

M2-Makrophagen scheinen in Vorgange zur Immunsuppression und fir die Wundheilung
involviert zu sein. Sie helfen bei der Parasitenbeseitigung, unterdricken die Entzindung,
fordern die Gewebeneubildung und haben immunregulatorische Funktionen. AuRerdem wur-
den sie bei chronischen Infektionen, wie rheumatoide Arthritis und Psoriasis, und wahrend
asthmatischer Entziindungen gefunden (M.A. Vega 2006). Der M2a-Phanotyp wurde bisher
am haufigsten beschrieben. Arginase 1 wird nicht wie bei M1-Makrophagen Uber iINOS zu
NO metabolisiert, sondern fiir die Herstellung von Polyaminen und Prolin genutzt, die wichtig
fur die zellulare Entwicklung und Kollagenproduktion sind (Kahnert, Seiler et al. 2006; M.A.
Vega 2006). M2b-Makrophagen sind wichtig fir die Aktivierung von Ty2-Zellen und fir die
Immunregulation. M2c-Makrophagen helfen vor allem bei der Immunregulation und der
Gewebeneubildung (Mantovani, Sica et al. 2004; Serotec 2013). Die M2d-Makrophagen
haben Ahnlichkeiten mit tumorassoziierten Makrophagen.(Serotec 2013) Im Jahre 2010
wurde die Entdeckung einer weiteren Makrophagen-Untergruppe (M4) postuliert (Gleissner,
Shaked et al. 2010; Hristodorov, Mladenov et al. 2012). Sie zeigen erhohte Mengen an CD86
und TNFa (M1), CD206, CCL18 und CCL20 (M2) und nur wenig Pentraxin, CD36, IL-10. Sie
sind nur bedingt phagozytotisch aktiv (Hristodorov, Mladenov et al. 2012). Die Stimulantien,
die zur Aktivierung von M2-Makrophagen fiihren und die exprimierten Oberflachenproteine,
Zytokine und Enzyme wurden in Tabelle1 und Tabelle 2 zusammengestellt.

Fir die Ausdifferenzierung von Monozyten zu Makrophagen in vitro kénnen Stimulantien in
die Zellkultur gegeben werden. Dabei muss beachtet werden, dass diese Faktoren die
Makrophagen in eine bestimmte Polarisationsrichtung treiben. M-CSF (macrophage colony
stimulating factor) und GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulationg factor) wurden
von verschiedenen Autoren fir diese Zwecke angewandt. Eine Vorbehandlung mit GM-CSF
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zur Unterstutzung der Differenzierung der Makrophagen stdrte eine spatere Stimulation fir
die M1/M2-Polarisation nicht. Der Effekt M1-Makrophagen auszubilden wurde eher noch
verstarkt (Rey-Giraud, Hafner et al. 2012). Der Wachstumsfaktor M-CSF scheint Monozyten
zur Ausbildung des M2-Phanotyps anzuregen. Makrophagen, die mithilfe von M-CSF
kultiviert wurden, kénnen durch Stimulation mit IFNy und/oder LPS zu M1-Makrophagen
polarisiert werden, wobei eine Basismenge von CD206 erhalten bleibt ((Jaguin, Houlbert et
al. 2013), Tabelle 1). In der vorliegenden Arbeit wurde auf die Anwendung dieser
Stimulantien  verzichtet, um modglichst naive Makrophagen flir die folgenden
Infektionsversuche zu erhalten.
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Tabelle 1 Typische Oberflaichenmarker von M1- und M2-Makrophagen

Die Tabelle gibt einen Uberblick tiber die derzeitig verwendeten und publizierten Marker der M1/M2-Einteilung. Hochgestellte Zahlen verweisen
auf die Veroffentlichungen auf deren Basis die Tabelle erstellt wurde: 1: Serotec (2013), 2: M.A. Vega (2006), 3: Fehlings, Drobbe et al. (2012), 4:
Ambarus, Krausz et al. (2012), 5: Hristodorov, Mladenov et al. (2012), 6: Mantovani, Sica et al. (2004), 7: Martinez, Gordon et al. (2006), 8:
Kahnert, Seiler et al. (2006), 9: Porcheray, Viaud et al. (2005), 10: Stein, Keshav et al. (1992), 11: Goerdt, Politz et al. (1999), 12: Rey-Giraud,
Hafner et al. (2012), 13: Jaguin, Houlbert et al. (2013), 14: Spiller, Anfang et al. (2014), 15: Gundra, Girgis et al. (2014), 16: (Ishizuka, Ferreira et
al. 2012)

Faktor fiir die
Ausdifferenzi |

T G o | M2a M2b M2c M2d
Makrophagen IFNY/LPS IL-4/IL-13 LPS/IK IL-10 IL-6/LIF/MCF
“) 0080112 cD801"*° c:Dsog-)12 CD1 1(:38 CD206J1‘2'4‘5'6‘1°'12 cD86'® CD2061%° VEGF'
CD86™ CcD861'*568 CD86" CD64 CD861 MHCII™® CD206 "
MHCI™ MHCI1® MHCI' CD68 MHCII"*® MHCII*"?
CD68' MHCIIp "8 CD14112 cD163° CD14%4'12 CD1637 "2
cD163)" CD16° CD68™ CD2061%% CD23 CD141™
CD40'® cD1631"?  1° CD163"%>"2 cb16t!
CD641? CD200R?1*® cD321*
TLR-21'122 ] SR'® TLR-1" .
TLR-41% TLR-4|
TLR-8
M-CSF CD141" cD8op'*™ CD200R™ CD2061’ MHCII7 %™
MHCII™ CD206"™  ScR’ cb161r?
CD206" Dectin-11’ CcD1631*™
GM-CSF CcD861"” cbsot*™ CD200R™ CD2061*
MHCII1 "
M-CSF+GM- MHCII® cD163)° CD2061° cD1631°
CSF* cD163)° CD2061°
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Tabelle 2 Typische Zytokine, Chemokine, Enzyme und Radikale, die nach Stimulation von M1- und M2-Makrophagen sezerniert werden

Die Tabelle gibt einen Uberblick liber die derzeitig verwendeten und publizierten Marker der M1/M2-Einteilung. Hochgestellte Zahlen verweisen
auf die Veroffentlichungen auf deren Basis die Tabelle erstellt wurde: 1: Serotec (2013), 2: M.A. Vega (2006), 3: Fehlings, Drobbe et al. (2012), 4:
Ambarus, Krausz et al. (2012), 5: Hristodorov, Mladenov et al. (2012), 6: Mantovani, Sica et al. (2004), 7: Martinez, Gordon et al. (2006), 8:
Kahnert, Seiler et al. (2006), 9: Porcheray, Viaud et al. (2005), 10: Stein, Keshav et al. (1992), 11: Goerdt, Politz et al. (1999), 12: Rey-Giraud,
Hafner et al. (2012), 13: Jaguin, Houlbert et al. (2013), 14: Spiller, Anfang et al. (2014), 15: Gundra, Girgis et al. (2014)

Faktor fiir die M1
Ausdifferenzie

rung der M2a M2b M2d
Makrophagen

GM-CSF IFNY/LPS M-CSF IL-4 IL-4/1L-13 LPS/IK IL-6/LIF/MCF

) IL-1p"° Arg11® IL-10"%° IL-1"° IL-10"%° IL-10'
L-6"2%8 Arg® IL-61"2¢ TGFR® IL-12"
IL-1014M8 IL-124° Arg® TNFao'
IL-1OJ(6 IL-101"26
IL-12"258 TNFa'2°

IL-18 ‘:‘;“’8

(Teyo

iNOS™?

NO1®

ROS1®

M-CSF IL-1 §T1’13’14 IL-10,"  fibronectin}’ ccL12t™ TNFap™
IL-6 ccL1g™
|L-1o;13
IL-12""3
IL-15"
IDOT™
TNFar™
CCR71™

GM-CSF IL-1B1"2 IL—1BTI13 IL-101"2 IL-101 "2
IL-61" IL-10™
IL-121"2 IL-12£T13
TNFar'? IDOY’
TNFapr™
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1.2.4 Makrophagen und Chlamydien

Aufgrund ihrer zentralen und bedeutenden Stellung bei der Immunabwehr sind Makrophagen
ein wertvolles Werkzeug zur Erforschung verschiedenster Krankheiten. Es werden
monozyten-gereifte, knochenmark-gereifte, peritoneale und alveoldare Makrophagen
eingesetzt. Die vornehmlich in der Makrophagenforschung eingesetzten Tierarten sind
Mause, Rinder, Hihner und Schweine. Auch menschliche Makrophagen werden gewonnen
und untersucht. Fir die  Grundlagenforschung bieten  sich  verschiedene
Makrophagenzelllinien (THP-1, U-937) an. Die primaren gereiften Zellen, wie sie in dieser
Doktorarbeit verwendet wurden, bieten gegeniiber den Zelllinien viele Vorteile. In ihnen sind
die urspriinglichen vitalen Eigenschaften und Funktionen vorhanden und sie wurden nicht
durch Passagieren oder Stimulationen aktiviert und verandert. Ergebnisse aus
Untersuchungen mit primaren gereiften Makrophagen kénnen aus diesen Griinden besser
auf ,in vivo“-Versuche adaptiert werden, als Ergebnisse aus Studien mit immortalisierten
Zelllinien.

Da Chlamydien mit vielen verschiedenen Krankheiten, wie zum Beispiel Alzheimer oder Arth-
ritis assoziiert werden, stellt sich die Frage, wie Chlamydien von ihren Eintrittspforten (Respi-
rations- und Genitaltrakt) in andere Gebiete des Korpers (Gehirn, Gelenke) gelangen.
Blutmonozyten konnten als Transportgefale dienen. Aullerdem stellen Makrophagen die
erste Abwehrlinie des Immunsystems dar und spielen dadurch eine bedeutende Rolle bei der
Bekampfung von Krankheitserregern. Daher wurden viele Studien mit Chlamydien und
Monozyten/Makrophagen durchgefihrt (Beagley, Huston et al. 2009). Dennoch bleiben
weiterhin viele Fragen offen. Die meisten Untersuchungen beschrankten sich auf die
Nutzung einer Chlamydienspezies in einem speziellen Wirt. Studien, die den Vergleich
zwischen 3 verschiedenen Chlamydienspezies in verschiedenen Wirten anstellen sind rar.

1.3 Wirtsadaptation
1.3.1 Begriffsbestimmung

Die Anpassung eines Pathogens an zellulare und immunologische Prozesse des Wirts wird
als Wirtsadaptation bezeichnet (Wikipedia).

Intrazellulare Bakterien missen gut an ihren Wirt adaptiert sein, da sie sonst nicht Uberleben
kénnten. Deshalb ist fir einen intrazellularen Lebensstil eine Wirtsadaptation von zentraler
Bedeutung. Wenn eine vollstindige Adaptation erreicht wurde, Uberleben Wirt und
eindringender Organismus und profitieren voneinander. Ein bekanntes Beispiel fir so eine
vollstdndige Adaptation sind die Mitochondrien, die vor Millionen Jahren von anderen
Prokaryoten aufgenommen wurden und mit ihnen zur eukaryoten Zelle verschmolzen. Die
Mitochondrien haben sich dabei so sehr spezialisiert und angepasst, dass sie zu einem
wichtigen Zellorganell geworden sind (Endosymbiontentheorie, (Zimorski, Ku et al. 2014).

Die vollstandige Adaptation entwickelt sich Uber mehrere Stufen: von extrazellularen
Bakterien U(ber obligat intrazellulare Bakterien zu Organellen der Wirtszelle (z.B.
Mitochondrien). Das frihe Stadium eines intrazellularen Lebensstils ist durch fakultativ
intrazellulare Bakterien (Legionella spp, Francisella spp, Bartonella spp.) gekennzeichnet.
Sie haben sich durch schwerwiegende Veranderungen von Genen, die fur
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Oberflachenmolekule kodieren entwickelt. Verantwortlich fur diese Veranderungen waren
horizontaler Gentransfer, wodurch neue Gene aufgenommen werden konnten, und eine
schnelle Modifizierung dieser Gene durch Duplikation und Rekombination. Obligat
intrazellulare Bakterien (Rickettsia spp, Chlamydia spp., Coxiella spp.) stehen fir ein
erweitertes Stadium des intrazellularen Lebensstils. Sie haben die Fahigkeit verloren sich
extrazellular zu vermehren und sind oft auf ein beschranktes Wirtsspekirum spezialisiert.
Dieses Stadium wird durch umfangreiche Genausschaltungen (,pseudogenization®) und
Genverlust gekennzeichnet. Es gibt einen wichtigen Zusammenhang zwischen der
GenomgrofRe und den verschiedenen Stadien der Wirtsadaptation. Je groRer der Grad der
Abhangigkeit, desto kleiner das Genom (Toft and Andersson 2010). Der Vergleich der
Genome, der in dieser Arbeit verwendeten Chlamydienspezies mit dem extrazellularen
Erreger Escherichia coli (E.coli) zeigt, dass Chlamydien mit ihrem relativ kleinen Genom
nach Toft und Andersson von ihrem Wirt vermehrt abhangig sind. Die Unterschiede
zwischen den Chlamydienspezies sind sehr gering. Berlcksichtigt man diese geringen
Unterschiede, kann folgende Aussage getroffen werden:

C. muridarum ist am Besten an das intrazellulare Leben angepasst, wobei C. psittaci und C.
pneumoniae in der Reihenfolge weniger gut angepasst sind (Tabelle 3).

Tabelle 3 GenomgroRen der verwendeten Chlamydienspezies und —stimme
Referenzstamm E.coli (O157:H7)

Spezies Stamm Genomgrofie GenBank-Nr.

Escherichia coli O157:H7 5498,45 kb BA000007.2

C. pneumoniae TW-183 1225,9 kb AE009440
e 6BC

C. psittaci Genotyp A 1172 kb CP002586.1

C. muridarum Nigg 1072,95 kb AE002160

1.3.2 Wirtsadaptation von Chlamydien

Der Genus Chlamydia weist ein breites Wirtspektrum auf. Dabei sind einige Vertreter auf ei-
nen bestimmten Wirt beschrankt und andere findet man in mehreren Wirtsspezies. Die
Frage, wodurch dieser Wirtsspielraum zustande kommt, ist noch nicht ausreichend geklart.
Die Genome der einzelnen Chlamydienspezies geben Anhaltspunkte, in welchen
Eigenschaften sie sich unterscheiden. Rekombinationen innerhalb der Chlamydiaceae
fuhren zu Unterschieden zwischen den Spezies, die auch fur ihre Wirtsadaptation wichtig
sein konnten. Einige dieser Genunterschiede zwischen den in dieser Doktorarbeit
eingesetzten Chlamydienspezies sind in Tabelle 4 aufgeflhrt.

Das guaAB-add-Cluster findet sich in dem Genom von C. pneumoniae, C. muridarum, C.
felis, C. psittaci, aber nachweislich nicht im Genom von C. trachomatis und C. abortus
(Read, Joseph et al. 2013).
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Der C. psittaci Stamm GPIC (jetzt C. caviae GPIC) enthélt in seinem Genom die meisten
Gene, die wichtig fur eine Tryptophansynthese sind. Nur dieser Stamm enthalt kynU, prsA,
trpD und trpC. Ein Tryptophanmangel fiihrt bei C. caviae GPIC zu einer Hochregulation des
trp-Operons und die daraus resultierenden Proteine sind funktionstlichtig. Daher ist dieser
Stamm gegen die Tryptophanlimitierung, die durch IFNy-induziertes IDO ausgeldst wird,
resistent, denn aus den Abbauprodukten der IDO kann neues Tryptophan hergestellt werden
(Tryptophan-Recycling) (Wood, Roshick et al. 2004). Die Genome von C. pneumoniae und
C. muridarum weisen dieses trp-Operon nicht auf, C. psittaci nur in Teilen. Es ist mdglich,
dass diese Deletionen durch konvergente Evolution mit den Wirtszellen entstanden sind, um
eine chronische Chlamydieninfektion herzustellen (Shaw, Christiansen et al. 2000).

Die Genregion VS4 ist wichtig fur die chlamydiale Anhaftung an die Wirtszelle. In dieser
Region gibt es eine hohe Rate an Rekombinationen. Dies zusammen spricht daflir, dass
genetische Vielfalt in dieser Region flr serovar-spezifische Unterschiede im Falle des
Gewebetropismus sorgt (Millman, Tavare et al. 2001). Serovar-spezifische Unterschiede gibt
es auch bei dem Spektrum der moglichen Proteine fur das Typ-lll-Sekretionssystem, zum
Beispiel zwischen C. frachomatis und C. pneumoniae. C. pneumoniae fehlt das
Phosphorylationsende  des  Aktin-Rekrutierungsproteins  (Tyrosin-phosphorylierendes
Protein). Diese Phosphorylation wird fir die endozytotische Aufnahme von C. trachomatis als
essentiell eingestuft. Das deutet darauf hin, dass es T3S-abhangige Unterschiede zwischen
den chlamydialen Spezies gibt (Kern, Maass et al. 2009).
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Tabelle 4 Vergleich einiger Virulenzgene von C. pneumoniae, C. psittaci und

C. muridarum

Unterschiede in der Exprimierung bestimmter Virulenzgene kénnen fir die unterschiedliche
Wirtsspezifitdt der Chlamydienspezies verantwortlich sein.

Hochgestellte Zahlen geben die Quellen an, aus der die Informationen stammen. 1: (Mitchell,
Hovis et al. 2010), 2: (Roulis, Polkinghorne et al. 2013); 3: (Voigt, Schofl et al. 2012);
4: (Read, Brunham et al. 2000)

Virulenzgene C. muridarum

C. pneumoniae C. psittaci

Bemerkungen

Udk + - - — Uridinkinase:
phosphoryliert
Uridin/Cytidin zu Uridin/
Cytiditinmonophosphat

Gene fiir BiovarKoala? +3 unvollstdndig  wichtig bei

Biotinsynthese Nahrstoffarmut,
ausgeldst durch Wirt

trpABFCDR - Unvollstan A Tryptophansynthese;

dig: kynU, C. trachomatis, C.
prsA pecorum, C. caviae
fehlen®

Cpn1046 +2 - - — Aminsaure-

(phhA) hydroxylase, kann
Tryptophanmangel
ausgleichen

Incs 92 ? 54 — Proteine der

35 spezifische 5 spezifische  Einschlussmembran,
deuten
Gewebetropismus an

IncA, IncB +3 +3 ? wichtig fir Typ-IlI-
Sekretionsmechanismus

guaAB-add +3 +° +° — Enzyme, die Purine

Gencluster umwandeln

CDS (,coding 213 213 9 — polymorphe

sequences®) Membranproteine; sehr

fir Pmp variabel, Adhéasion der
Elementarkérperchen
an die Wirtszelle,
molekularer Transport,
zellwandabhangige
Funktionen

MAC/Perforin - +3 - — Membranper-

forationsproteine,
strukturelles Mimikry
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Eine wichtige Rolle bei der Wirtsadaptation wird den IRG-Proteinen der Wirte zugesprochen.
Das ist eine Familie von IFNy-regulierten Proteinen, die eine wichtige Rolle bei der Resistenz
gegen intrazellulare Bakterien und Protozoen spielen (p47GTPases). Es wurden
unterschiedliche Empfanglichkeiten zwischen Mensch und Maus entdeckt. In menschlichen
Zellen wurden bisher nur zwei IRGs gefunden, wohingegen bei der Maus von 23 IRGs
gesprochen wird. Die IRGs der Maus kommen in fast allen Geweben vor und in Leukozyten,
wie Makrophagen, Neutrophilen und T- und B-Lymphozyten. Die beiden IRGs des Menschen
werden unabhangig von IFNy exprimiert. Humanes IRGC ist dem /rgc von Mausen sehr
ahnlich, welches ebenfalls nicht von IFNy induziert wird und bei beiden Spezies in den
Hoden vorkommt. Humanes IRGM wurde in menschlichen Makrophagenzellinien gefunden.
Die IRGs des Menschen scheinen einen Einfluss auf die Autophagie von infizierten Vakuolen
zu haben (Coers, Starnbach et al. 2009). Die IRGs behindern bei Mausen das Wachstum der
intrazellularen Pathogene, indem sie die Bildung von pathogenenthaltenden Vakuolen
regulieren. Sie greifen dabei in mindestens vier wichtige Prozesse ein: 1. in die Bildung von
Vesikeln, 2. in die Fusion der Vesikel mit Lysosomen, 3. in die Autophagie der infizierten
Vakuolen und 4. in den Lipidtransport zu den Vakuolen (Taylor, Feng et al. 2007). Es scheint
also, dass das humane IRG-System die meisten Funktionen, die es bei Mausen aufweist,
verloren hat. Die IFNy-induzierte Resistenz gegen C. trachomatis benétigt IDO-abhangige
Tryptophanzerlegung in humanen Zellen, aber IRG-Antworten in Mauszellen. Der an die
Maus adaptierte Stamm C. muridarum, aber nicht sein naher Verwandter C. trachomatis,
kann spezifisch der IRG-abhangigen Wirtsabwehr entkommen, indem es den Zugang flr
IRG-Proteine zu der Chlamydienvakuole blockiert. Humane C. trachomatis Stamme (genital:
D-K), aber nicht C. muridarum, kénnen Tryptophansynthase synthetisieren, welches
exogenes Indol fir die Synthese von Tryptophan nutzen kann. Damit konnen die Stamme D-
K von C. trachomatis die IDO-abhangige Tryptophanlimitierung umgehen. Daran erkennt
man, dass hauptsachlich an den Menschen angepasste Pathogene fiir antimikrobielle Wege,
die in Mausen, aber nicht in Menschen vorhanden sind, angreifbar sind und vice versa
(Caldwell, Wood et al. 2003; Coers, Starnbach et al. 2009).

Auch die Zytokine und Enzyme, die wahrend der Reaktion des Wirtes bei einer
Chlamydieninfektion sezerniert werden, sind entscheidend fiir das Uberleben oder Sterben
der Chlamydien. Inducible nitric oxide synthase (INOS) spielt bei der Bekdmpfung von
Chlamydien im humanen Organismus eine untergeordnete Rolle (IDO-basiert). Mause
hingegen scheinen unter anderem iNOS als anti-Chlamydia-Effektoren entwickelt zu haben
(Miyairi, Tatireddigari et al. 2007). Bei Versuchen mit iNOS-Knockout-Mausen konnte kein
Effekt auf eine Infektion mit C. pneumoniae nachgewiesen werden, C. muridarum hingegen
konnte eine deutlich starkere Infektion etablieren (Rottenberg, Gigliotti-Rothfuchs et al.
2002). Mause und Menschen scheinen ihre Immunressourcen gegen vakuolare Pathogene
vollig unterschiedlich einzusetzen (Miyairi, Tatireddigari et al. 2007).
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2. ZIELSTELLUNG DER ARBEIT

Chlamydien spielen eine bedeutende Rolle im Bereich der zoonotischen Erkrankungen. Bis
zu 80% der Deutschen sind schon mal mit dem humanen Stamm von C. pneumoniae in
Kontakt getreten und tragen Antikdrper gegen diesen Erreger. Auch 47% der hier
verwendeten Spenderproben enthielten in ihrem Plasma Antikérper gegen C. pneumoniae.
C. psittaci tritt hauptsachlich bei Vogeln auf und fihrt beim Wirtschaftsgeflliigel immer wieder
zu Leistungseinbulien. Tierhalter oder Tierarzte, die mit Gefligel arbeiten, leiden oft unter
chronischen Atemwegserkrankungen und verminderter Leistungsfahigkeit. Auch andere
Saugetiere kdénnen sich mit C. psittaci infizieren und chronische Atemwegserkrankungen
entwickeln. C. muridarum wurde bisher nur aus Mausen und Hamstern isoliert und fuhrte
dort im Zusammenspiel mit anderen Infektionen zu schweren Krankheitsverlaufen. C.
pneumoniae und C. muridarum zeigen also ein eher enges Wirtspektrum, wohingegen C.
psittaci ein sehr breites Wirtspektrum zeigt. Mechanismen, die flr solche Unterschiede in der
Wirtspezifitdt verantwortlich sein kénnen, wurden im vorhergehenden Kapitel eingehend
besprochen. Dennoch sind die Grinde flr eine Wirtsadaptation von Chlamydien in der
Forschung nicht abschliefiend geklart und es besteht weiterhin intensiver Forschungsbedarf.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen nun folgende Fragen in einem synchronisierten System
geklart werden:

Wie unterscheidet sich das Wachstum und die Uberlebensfahigkeit von C. pneumoniae, C.
psittaci und C. muridarum in humanen und bovinen Makrophagen?

Wie reagieren die humanen und bovinen Makrophagen auf eine Konfrontation mit den
verschiedenen Chlamydienspezies?

Wie lange Uberleben sie?
Welche Abwehrmechanismen werden in Gang gesetzt?
Werden sie aktiviert und polarisiert?

Exprimieren die Chlamydien unterschiedliche Virulenzgene?
Spielt der Wirt eine Rolle bei der Virulenzgenexpression?

Diese Fragestellungen sollen zusammen eine Antwort darauf geben, wie gut die hier
untersuchten Chlamydienspezies an die hier eingesetzten Wirte und das intrazellulare Leben
adaptiert sind.

Dazu wurden primare Makrophagen aus dem Blut von Mensch und Rind isoliert, angezilchtet
und mit Chlamydien mit engem Wirtspektrum (C.pneumoniae (TW-183, humanes Isolat), C.
muridarum (Nigg, murines Isolat)) beziehungsweise mit solchen mit breitem Wirtspektrum (C.
psittaci (A-6BC, bovines Isolat)) konfrontiert. Die Proben wurden fir eine Bestimmung der
Wachstumskinetik der Chlamydien zu verschiedenen Zeitpunkten gewonnen. Geeignete
molekulare und fotometrische Methoden sollen die Fragestellungen im Detail beantworten.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Verwendete Materialen

3.1.1 Gerate

Gerat Hersteller

Abzug AZ1200

C+P Mobelservice, Breidenbach, DE

Assi-Stepper

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co
KG, Rhon, DE

Axiolab Fluoreszenzmikroskop

Carl Zeiss, Oberkochen, DE

BioPhotometer 6131

Eppendorf, Hamburg, DE

Branson 450D Sonifyer

Branson, Danbury, USA

CO,-Brutschrank Heracell 150

Kendro Laboratory Products, Hanau, DE

DFC420C, Kamera zu CK40

Leica, Wetzlar, DE

DP71 Kamera zu DM RBE und DM IRB

Olympus, Munster, DE

Eppendorf Research plus (adjustable,
multichannel) Pipette

Eppendorf, Hamburg, DE

Eppendorfzentrifuge Mini Spin Plus

Eppendorf, Hamburg, DE

FACSCanto Durchflusszytometrie-System

Becton Dickinson, Heidelberg, DE

Fluoreszenzmikroskop DM IRB

Leica, Wetzlar, DE

Fluoreszenzmikroskop Leitz DM RBE

Leica, Wetzlar, DE

HeiBluftsterilisator SUT 6200

Kendro Laboratory Products, Hanau, DE

Heraeus Megafuge 1.0

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

Heraeus Multifuge 3 S-R

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

Hettichzentrifugen, Rotanta 96 RS

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

Hettichzentrifugen, Rotanta 96 RS

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

IKA-Schiittler MTS4

IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen,
DE

Lichtmikroskop CK40

Olympus, Munster, DE

Lichtmikroskop RX41

Olympus, Munster, DE

Magnetriihrer mit Heizplatte SLK4

Schott, Jena, DE

Modulare und aufriistbare
Multifunktionsreader-Plattform, Modell
INFINITE 200 PRO

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim,
DE

Mx3000PTM real-time PCR-System

Agilent, Béblingen, DE

pH-Meter CG 840

Schott, Jena, DE

Pipetten Eppendorf Research 3110

Eppendorf, Hamburg, DE

Pipettierhilfe PIPETBOY acu2

IBS Integra Biosciences GmbH,
Fernwald, DE

Reinstwasseranlage Maxima

USF Elga, Ransbach-Baumbach, DE

28




MATERIAL UND METHODEN

Sicherheitswerkbank

(HeraSafe) HSP 12 Kendro Laboratory
Products, Hanau, DE

Standard-Prazisionswaage

BP 2100 S Sartorius, Goéttingen, DE

SW23 Schiittelwasserbad

JULABO GmbH, Seelbach, DE

Tecan Sunrise - Mikroplatten
Absorptionsreader mit 12-Kanal-Optik

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim,
DE

Transferpette®

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim, DE

Transferpette® electronic

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim, DE

Transmissions-Elektronen-Mikroskop,
TECNAI 12,

FEI, Eindhoven, NLD

VACUBOY Handoperator

INTEGRA Biosciences Deutschland
GmbH, Konstanz, DE

Vortexer, VIBROFIX VF1

IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen,
DE

Vortexer, Vortex Genie 2

S| Scientific Industries Inc., New York,
USA

3.1.2 Verbrauchsmaterial
Verbrauchsmaterial
Adapter fiir Dispenser-Spitzen

Hersteller
Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co
KG, Rhon, DE

CELL CULTURE FLASK, RED STANDARD
SCREW CAP, CLEAR,
CELLSTAR® TC, STERILE, T25

Greiner, Kremsmiunster, AT

Corning® CellBIND® Surface cell culture
flasks, T25

Sigma Aldrich, Taufkirchen, DE

Corning® Rectangular Cell Culture Flask
with Canted Neck & Plug Seal Cap, T25

Sigma Aldrich, Taufkirchen, DE

Cryorohrchen 1,2 ml; steril

Dr. llona Schubert — Laborfachhandel,
Leipzig, DE

Deckglaser

Paul Marienfeld, Lauda-Konigshofen, DE

Deckglaser, 14 mm Durchmesser, Nr.
1001/14

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co
KG, Rhon, DE

Deckglasrohrchen 129 AX/1

Bibby Sterilin Ltd., Staffordshire, UK

Einmalpipetten 25/50ml

Greiner, Kremsmiinster, AT

Eppendorftubes 1,5/2 ml

Eppendorf, Hamburg, DE

FACS-Rohrchen

Becton Dickinson, Heidelberg, DE

Filterspitzen

Starlab, Ahrensburg, DE

Formvar/Kohle-Film-Netzchen

Plano, Wetzlar, DE

Glasflaschen mit Deckel, verschiedene
GroRen

VWR International, Darmstadt, DE

Glaspipetten

FLI, Jena

Glasrohrchen, 12-15 ml

VWR International, Darmstadt, DE

Glasstabe

FLI, Jena

Latex-Handschuhe Diamond Grip Plus,

Starlab GmbH, Ahrensburg, DE
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puderfrei

Mini Cell Scrapers BioNuclear Scandinavia AB, Bromma,
SWE

Neubauer Zahlkammer Neolab, Heidelberg, DE

Objekttrager Thermo Electron, Dreieich, DE

Parafilm Neolab, Heidelberg, DE

Pasteurpipetten Neolab, Heidelberg, DE

PCR-Streifen Biodeal Edelmann, Markkleeberg, DE

PCR-Tubes, verschiedene GroRen Biodeal Edelmann, Markkleeberg, DE

Pinzetten, gebogen Hartenstein, Wirzburg, DE

Prazisionsdispenser-Spitzen unsteril Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co
KG, Rhén, DE

QlAshredder Qiagen, Hilden, DE

ReaktionsgefiRe, verschiedene GroRen VWR International, Darmstadt, DE

Sangofix N Transfusionsgerat Braun, Meisungen, DE

TPP Zellkulturflasche 25 - 75 cmz, VENT Trasadingen, CH

bzw. Filter

UVette® 220-1600 nm Eppendorf, Hamburg, DE

XCEED Nitril-Handschuhe Starlab GmbH, Ahrensburg, DE

Zellkulturflaschen T25/75 Corning, Schiphol-Rijk, NLD

Corning® cell culture flasks, canted neck,

cap (phenolic-style)

Zellkulturflaschen, Falcon®, T12,5 VWR International, Darmstadt, DE

Zellkulturplatten, 6/24 Well Greiner, Kremsmiinster, AT

Zellkulturplatten, 96 Well Greiner, Kremsmiunster, AT

Zellkulturplatten, Advanced TC, 6/24 Well Greiner, Kremsmiuinster, AT

Zellkulturplatten, Advanced TC, 96 Well, Greiner, Kremsmiinster, AT

schwarz mit Deckel

Zellkulturschaber Greiner, Kremsmunster, AT

Zentrifugenrohrchen 15/50ml Greiner, Kremsmlunster, AT

3.1.3 Chemikalien und Zusatzstoffe

Chemikalien und Zusatzstoffe Hersteller

Diethylpyrocarbonat (DEPC) Roth, Karlsruhe, DE
Dinatriumhydrogenphosphat VWR International, Darmstadt, DE
EDTA Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE
Ethanol (> 99 %; v/v) Berkel AHK, Berlin, DE

Flussiger Stickstoff Air Liquide, Erfurt, DE
Formaldehyd (4 %; m/V) Merck, Darmstadt, DE
Glutaraldehyd (25 %; v/v) Serva, Heidelberg, DE
Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt, DE
Magnesiumchlorid Genaxxon, Ulm, DE
2-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt, DE
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Methanol

Roth, Karlsruhe, DE

Natriumcacodylat

Serva, Heidelberg, DE

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt, DE

Paraffin

Thermo Fisher Scientific, Walldorf, DE

M-CSF, Wachstumsfaktor

Sigma Aldrich, Taufkirchen, DE

Sodium nitrite

Sigma Aldrich, Taufkirchen, DE

N,N-Dimethylformamide anhydrous, 99.8%

Sigma Aldrich, Taufkirchen, DE

Zitronensaure

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Natriumzitrat

VEB Laborchemie, Apolda, DE

Glucose-D Difco, heute BD Biosciences, Heidelberg,
DE
Silikonol Sigma Aldrich, Taufkirchen, DE

3.1.4 Kommerziell erhaltliche Testsysteme und gebrauchsfertige Produkte
Bezeichnung Hersteller

(10x) Trypsin 0,05%/EDTA 0,02% in PBS
w/o:Ca 2+ ,Mg 2+

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, DE

Accutase ready-to-use Cell detachment
solution

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, DE

Entellan, Mikoskopierkleber

VWR International, Darmstadt, DE

Escherichia coli LPS, 0111:B4

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE

Griess reagent (modified)

Th. Geyer, Renningen, DE

HemaDiff-Schnellfarbung

bioanalytic GmbH,Freiburg, DE

High Pure PCR Template Preparation Kit

Roche Diagnostik, Mannheim, DE

Hs_ACTB_1_SG QuantiTect Primer Assay

Qiagen, Hilden, DE

Hs_GAPDH_1_SG QuantiTect Primer Assay

Qiagen, Hilden, DE

Hs_IDO1_1_SG QuantiTect Primer Assay

Qiagen, Hilden, DE

Hs_IFNG_1_SG QuantiTect primer assay

Qiagen, Hilden, DE

Hs_IL10_1_SG QuantiTect primer assay

Qiagen, Hilden, DE

Hs_IL12B_1_SG QuantiTect primer assay

Qiagen, Hilden, DE

Hs_IL18_1_SG QuantiTect primer assay

Qiagen, Hilden, DE

Hs_IL1B_1_SG QuantiTect primer assay

Qiagen, Hilden, DE

Hs_IL6_1_SG QuantiTect primer assay

Qiagen, Hilden, DE

Hs_LOC642272_1_SG QuantiTect primer
assay

Qiagen, Hilden, DE

Hs_MCL1_1_SG QuantiTect Primer Assay

Qiagen, Hilden, DE

Hs_TNF_1_SG QuantiTect Primer Assay

Qiagen, Hilden, DE

Imagen TM Chlamydia

Oxoid Deutschland GmbH, Wesel, DE

LDH Cytotoxicity Assay Kit

Biomol GmbH, Hamburg, DE

LSM 1077

PAA, Laboratories, Colbe, DE

Pancoll human , density/Dicht 1,077 g/ml

PAN-BIOTECH GmbH, Aidenbach, DE

PCR-H20, RNase- & DNase-frei

Qiagen, Hilden, DE

Penicillin/Streptomycin

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, DE

QuantiTect® SYBR® Green RT-PCR

Qiagen, Hilden, DE

31



MATERIAL UND METHODEN

recombinant human IFN GAMMA

AbD Serotec, Puchheim, DE

RNase-Free DNase Set (2,7 U/pl)

Qiagen, Hilden, DE

RNeasy® Mini Kit

Qiagen, Hilden, DE

Sodium nitrite, NaNO,, ReagentPlus®,
299.0%

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE

TagDNA-Polymersase (5 U/pl)

Genaxxon, Ulm, DE

TagMan Universal Master Mix Applied

Biosystems, Weiterstadt, DE

TE - Puffer (1X) pH 8,0 fur die
Molekularbiologie

Qiagen, Hilden, DE

Total ROS/Superoxide detection kit for
microscopy, flow cytometry and
microplates

Enzo Life Sciences GmbH,
Lausen, CH

Trypsin EDTA

PAA Laboratories, Colbe, DE

3.1.5 Antikorper und Fluorophore
Antikorper
Anti-Human CD284 (TLR4) PE

Hersteller
eBioscience, San Diego, USA

CD3-PE, Klon UCHT1, Isotyp IgG1

BD Biosciences, Heidelberg, DE

CD11c-FITC, Klon 3.9, Isotyp IlgG1kappa

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching, DE

CD14-FITC, Klon 61D3, Isotyp IgG1

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching, DE

CD19-FITC, Klon HIB19, Isotyp IgG1

BD Biosciences, Heidelberg, DE

CD163-PE, Klon GHI/61, Isotyp IgG1kappa

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching, DE

CD1a-PE, Klon HI149, Isotyp IlgG1kappa

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching, DE

CD206-PE, Klon 19.2, Isotyp 1gG1

BD Biosciences, Heidelberg, DE

CD40-FITC, Klon 5C3, Isotyp IgG1

BD Biosciences, Heidelberg, DE

CD44-PE, Klon 515, Isotyp IgG1

BD Biosciences, Heidelberg, DE

CD64-PE, Klon 10.1, Isotyp IgG1kappa

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching, DE

CD68-FITC, Klon KiM7, Isotyp IgG1

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching, DE

CD80-FITC, Klon MEM-233, Isotyp IgG1

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching, DE

CD86-FITC, Klon BU63, Isotyp IgG1

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching, DE

DAPI 5mg

Th. Geyer, Renningen, DE

Fixable Viability Dye eFluor 660 (Red633)

eBioscience, San Diego, USA

HLA-A,B,C-FITC, Klon G46-2.6, Isotyp I1gG1

BD Biosciences, Heidelberg, DE

HLADR-PE, Klon 423L, Isotyp IgG2a

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching, DE

IgG1-FITC ctrl, Klon MOPC-22, Isotyp IgG1
kappa

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching, DE

IgG1-PE ctrl, Klon MOPC-21, Isotyp IgG1

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching, DE
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IlgG2a-PE ctrl, Klon MOPC-173, Isotyp IgG2a
kappa

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching, DE

Isotypkontrolle: Mouse IgG2a, FITC, Clone:
G155-178

BD Biosciences, Heidelberg, DE

3.1.6 Kulturmedien und Seren
Bezeichnung
Fetales Kalberserum (FKS)

Hersteller
PAA Laboratories, Colbe, DE

Fetales Kalberserum (FKS), clone

PAA Laboratories, Colbe, DE

Human serum from male AB plasma,
sterile-filtered, 050M0668

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, DE

Human serum from male AB plasma,
sterile-filtered, 070M0613

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, DE

Human Serum off the clot
Lot.-Nr.: C02010-1129/DE1200555

PAA Laboratories, Colbe, DE

Human Serum off the clot
Lot.-Nr.: C029009-3054/DE1120428

PAA Laboratories, Colbe, DE

IPLA-Ser, Pooled Normal Human Serum

Dunn Labortechnik GmbH, Asbach, DE

IPLA-SERAB, human AB serum

Patricell Limited, Nottingham, UK

Iscove's Modified Dulbecco's Medium, ohne
Phenolrot

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

MEM Eagle EBSS w/o L-GIn 500ml, Lonza

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, DE

Pooled Normal Human AB serum

Innovative Research, Novi, USA

RPMI 1640, ohne Phenolrot, mit L-Glutamin,

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, DE

Ultra-MDCK, serum-free medium, Lonza

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, DE
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3.1.7 Puffer und Lésungen
Bezeichnung Zusammensetzung

CPD-Puffer 3,279 Zitronensaure, 26,3g Natriumzitrat,
2,51g Natriumdihydrogenphosphat,
25,59 Glucose- D, in 11 Ag. dest l6sen,
sterilfiltrieren

DEPC-H20 1 mlin 11 Reinstwasser, 2 h bei RT
gerihrt, autoklaviert,
Lagerung bei -20 °C

Glutaraldehyd-Lésung (2,5 %) Glutaraldehyd (25 %; v/v) 1:10 in
Natrium-Cacodylat-Puffer
Lyse-Puffer 8,26 g NH4Cl, 1,09 g NaHCOg3, 0,037 g

Na2-EDTA x 2 H20, ad 1 | A.dest,
autoklavieren
NaCl (0,9 %) 9 g/l NaCl in Reinstwasser geldst
Natrium-Cacodylat-Puffer (0,1 M) 2,14 g Cacodylat-Natriumsalz in 100 ml
Reinstwasser,
1 g Saccharose, (pH 7,2)
PBS-EDTA-Puffer (1x) 3,7 g Na2HPO4 x 12 H20, 0,43 g
KH2PO4, 7,2 g NaCl,
ad 1 | mit Reinstwasser, steril, (pH 7,2)
+2ml EDTA 0,5 M
PBS-Puffer (1x) 3,7 g Na2HPO4 x 12 H20, 0,43 g
KH2PO4, 7,2 g NaCl,
ad 1 | mit Reinstwasser, steril, (pH 7,2)
SPGA-Konservierungsmedium fiir 74,6 g Saccharose, 0,52 g KH2PO4,
Chlamydien 1,25 g K2HPO4,
0,92 g L-Glutaminsaure (Natriumsalz), ad
1 1 Reinstwasser, 1 g bovines
Serumalbumin (Fraktion V)

3.1.8 Bakterienstamme und bakterielle Stimulatoren

Die in dieser Studie verwendeten Chlamydienstdamme von C. pneumoniae (DC40, TW-183),
C. psittaci (DC15, A-6BC) und C. muridarum (DC39, Nigg) wurden von dem Nationalen
Referenzlabor fiir Chlamydiosen des Friedrich-Loeffler-Institutes, Jena, unter der Leitung von
Dr. Konrad Sachse bereit gestellt. Sie werden im Einleitungsteil eingehend beschrieben.

3.1.9 Blut von Menschen und Rindern

Far die hier vorliegende Arbeit wurde menschlicher Buffy Coat von gesunden Spendern
durch das Institut fur Transfusionsmedizin Jena, unter der Leitung von Frau Prof. Dagmar
Barz zur Verfugung gestellt. Der Buffy Coat wurde in kommerziellen Blutkonservenbeuteln
bereitgestellt und vor jeder Isolation frisch bezogen. Die Blutkonserven waren anonymisiert
und mit einem individuellen Barcode, zur lickenlosen Rickverfolgung ausgestattet. Bei
auffalligen Testergebnissen wurden wir vom Institut flir Transfusionsmedizin informiert und
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das entsprechende Spenderblut wurde verworfen. Die Buffy Coats wurden bei Ankunft im
FLI auf Sterilitat Gberpriuft. Des Weiteren wurden die verwendeten Buffy Coats und die
daraus isolierten Zellen auf Chlamydien-DNA, Chlamydien-Antikérper und Mykoplasmen-
DNA getestet. Flr die Untersuchungen unter Nutzung humaner Blutkonserven liegt ein Ethik-
Votum (308-02/11) ausgestellt von der Ethik-Kommission der Friedrich-Schiller-Universitat
Jena vor.

Das Rinderblut wurde von mannlichen Holstein-Friesian-Rindern gewonnen. Diese Rinder
stammten von einer Farm, die keine Vorgeschichte zu Chlamydien-assoziiierten
Gesundheitsproblemen besal. Des Weiteren wurde von gesunden Rindern des
Agrarunternehmens “Wollmisse” Schlében eG, Stadtroda, Blut gewonnen. Das gewonnene
Blut wurde auf Sterilitdt, Chlamydien-Antikérper und Mykoplasmen-DNA dberprift. In dem
Bestand waren ebenfalls keine Chlamydieninfektionen bekannt. Die Blutentnahmen wurden

als Tierversuch der zustandigen

Behdrde angezeigt

(Thdringer Landesamt

Verbraucherschutz, Az. 22-2684-04-04-102/13 vom 04.02.2013).

3.1.10 Software und Datenbanken
Software

Hersteller
Olympus, Munster, DE

far

CELL* imaging sytem

FACS-Diva Software

BD Software, Heidelberg, DE

IBM SPSS Statistics 22

SPSS, Miinchen, DE

ImageJ

http://imagej.nih.gov/ij/

Leica Application Suite (LAS) Version 3.7.0

Leica, Wetzlar, DE

Magellan 7.1 SP1

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim,
DE

Microsoft Office 2003, 2010

Microsoft, UnterschleiRheim, DE

MxPro4TM real-time PCR Software

Agilent, Béblingen, DE

Paint

Microsoft, Albuguerque, USA

R Studio

http://www.r-project.org/

Rx64 3.1.0.

http://www.r-project.org/

Windows Movie Maker 2012

http://windows.microsoft.com/de-
de/windows/get-movie-maker-download
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3.2 Versuchsaufbau

Zur Sicherung der Ubersichtlichkeit der komplexen Versuchsreihen wurde der Inokulations-
und Untersuchungsverlauf in einem vereinfachten Schema dargestellt.

I

Blut-
spender 8d 4 hpi 24 hpi 48 hpi 72 hpi
Humane bzw. bovine monozyten-gereifte Makrophagen n=6
Isolation C. pneumoniae DNA, RNA, IFT DNA, RNA, IFT DNA, RNA, IFT
und C. psittaci NO, -Assay NO, -Assay NO, -Assay
Kultivierung C. muridarum LDH-Test LDH-Test LDH-Test
MOI 1/2/5 ROS/SOX-Test* TEM? TEM?
Negativkontrolle FACS* ROS/SOX-Test* ROS/SOX-Test" FACS*

FACS"

Abbildung 5 Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus
d: Tage nach der Isolation; hpi: Stunden post inoculationem; MOI: multiplicity of infection;
IFT: Immunfluoreszenztest; TEM: Transmissionselektronenmikroskopie; #: angepasste
Konzentration; FACS: durchflusszytometrische Untersuchungen; *: gilt nur fir humane
Makrophagen: n: Anzahl der verwendeten Blutproben pro Versuch

3.3 Kultivierung monozyten-gereifter Makrophagen
3.3.1 Isolierung von Monozyten aus humanem Buffy Coat

Zu Beginn meiner Arbeit am Friedrich-Loeffler-Institut stand keine Methode zur Verfigung,
mit der humane Makrophagen erfolgreich aus Buffy Coat isoliert und kultiviert werden
konnten. Daher wurden umfangreiche Testreihen durchgefihrt, die in Tabelle 5 aufgelistet
sind. In jeder neuen Testreihe wurde das vorherige Verfahren als Vergleich stets mitgefihrt.

SchlieRlich wurde fir die Infektionsversuche mit den Chlamydien folgende Methode zur
Isolierung von Monozyten aus humanem Buffy Coat angewandt:

Blutkonservenbeutel mit Buffy Coat von gesunden Spendern wurden am Tag der Isolation
aus dem Institut fir Transfusionsmedizin, Jena, abgeholt. Diese waren standardmafig mit
CPD-Puffer beflllt (Anhang 3). Unter einer Sterilbank wurde der Blutkonservenbeutel mit
einem sterilen Transfusionsbesteck (Braun) verbunden und so aufgehangt, dass ein Gefalle
entstand. Die Beutel enthielten je nach Spender 15-40 ml Buffy Coat. Dieser wurde mithilfe
des Transfusionsbesteckes in ein steriles Becherglas (100 ml) tberfihrt und 1:1 mit PBS
vermischt. Das Buffy Coat-PBS-Gemisch wurde dann vorsichtig auf
Lymphozytenseparationsmedium (LSM 1077, Paa) geschichtet. Dabei sollte immer
mindestens gleichviel oder mehr LSM als Buffy Coat-PBS verwendet werden. Die
Schichtung erfolgte in 50 ml Rohrchen (Greiner). Nach dem Aufschichten wurden die
Roéhrchen fir 45 min bei 250xg zentrifugiert. Danach wurde das Plasma (oberste Schicht)
vorsichtig aus den Roéhrchen entfernt und bei -20°C gelagert. Mit einer 1000ul-Pipette wurde
dann die Interphase sorgfaltig aufgenommen und in ein anderes 50 ml Falcon Uberfihrt. Die
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Falcons wurden nur soweit mit der Interphase befiillt, dass sie noch reichlich mit PBS-EDTA
aufgeflllt werden konnten (hochstens 20 ml). Nach dem dies geschehen war, wurden die
Falcons 25 min bei 1000xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde nach der Zentrifugation mit
einem Vakuumsauger abgesaugt und verworfen. Es wurde erneut PBS-EDTA dazugegeben.
Das entstandene Pellet wurde mit dem Puffer resuspendiert und es schloss sich eine weitere
Zentrifugation an (25 min, 340xg). Um das EDTA besser auszuwaschen, wurde schon im
nachsten Schritt nur noch PBS verwendet. Der Uberstand wurde wieder verworfen und das
Roéhrchen mit PBS aufgefiillt. Nach der Resuspension des Pellets wurde das Réhrchen flr
25 min bei 290xg zentrifugiert. Ein letztes Mal wurde nun der Uberstand abgesaugt, PBS
dazugegeben und 25 min bei 160xg zentrifugiert. Nach diesem letzten Waschgang wurde
der Uberstand wieder verworfen und das Pellet in 10 ml RPMI 1640 + 5% FKS + 5% HuS
von Sigma Aldrich Lot: 070M0613 + 10000 U/ml Penicillin/10000ug/ml Streptomycin
aufgeldst. Von dieser Suspension wurden dann 100yl 1:1000 mit PBS verdinnt und die
Zellzahl wurde mit einer Neubauer Zahlkammer und einem Lichtmikroskop bestimmt. Es
wurden jeweils 4 GroRquadrate ausgezahlt. Von den erhaltenen vier Werten wurde der
Mittelwert bestimmt. Die ausgezahlte Zahl der Zellen wurde wegen der Verdlinnung mit 1000
multipliziert. Dann erhalt man die Zellzahl pro ul. Fir eine Zellzahl pro ml mussten die
ausgezahlten Zellen nochmal mit 1000 multipliziert werden. Je nach Spender wurden 30 bis
100 x 10° Zellen pro ml isoliert.
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Tabelle 5 Testreihen zur Etablierung einer Methode zur erfolgreichen Isolierung und

Kultvierung monozyten-gereifter Makrophagen aus humanem Buffy Coat

spendereigenem
Plasma mit Zusatz
von D-Glucose
und/oder HEPES

werden

1. Phase: Isolierverfahren nach einer Methode | nach einer Kultivierungsdauer von
Isolierverfah- | zur Isolierung von aviaren sieben Tagen war kein dichter
ren Monozyten aus Vollblut Zellrasen entstanden, die Zellen
zeigten keine makrophagen-typische
Morphologie
Isolierverfahren angepasst an Pinet | nach 12 Tagen in der
et.al (Pinet, Dupont et al. 2003) mit Zellkulturflasche in verschiedenen
wenigen Modifikationen Konzentrationen war kein dichter
Austestung der geeigneten Zellrasen entstanden, die Zellen
Aussaatdichte zeigten keine makrophagen-typische
Testung der geeigneten Morphologie
Adharenzzeit
Einsatz eines Erythrozytenlyse- Humane MDM reagierten sehr
puffers empfindlich auf den in der bovinen
Isolierung angewandten
Erythrozytenlyse-puffer
Modifizierungen des Isolierverfahrens brachten keinen Erfolg,
Adhéarenz der Zellen muss erhoht werden
2. Phase: Vergleich zwischen Glaspetrischale | In der Glaspetrischale war die
verschiedene | und Advanced TC 6 Well-Platten Adhérenz gegenuber der 6 Well-
Zellkultur- Platte leicht erhdht
flaschen und | Austestung 6 verschiedener Es waren keine Unterschiede
—platten Zellkulturflaschen T25 zwischen den einzelnen
Zellkulturflaschen zu erkennen,
Morphologie und Zelldichte waren
fur die Infektionsversuche nicht
ausreichend
, Adhéarenz besser auf Glasuntergrund, Glaspetrischalen fiir den
Versuchsaufbau unpraktisch, eine makrophagentypische
Morphologie der Zellen soll erreicht werden
3. Phase: Vergleich Mit 10% inaktiviertem FKS von Paa im RPMI 1640
verschiedene | verschiedener FKS wurde eine annehmbare Dichte und eine
Seren und in unterschiedlichen | makrophagen-typische Zellstruktur erreicht
Zusitze Konzentrationen
Einsatz von spendereigenes Plasma in Kombination mit FKS
spendereigenem fihrte zu unerwiinschten Interaktionen, die Dichte
Plasma und Morphologie der Zellen war sehr heterogen, die
Zellen zeigten eine blasige Morphologie
Einsatz von Die blasige Struktur der Zellen konnte mit einer

erhéhten Nahrstoffzufuhr (D-Glucose) oder mit einer
pH-Wert-Stabilisierung (HEPES) nicht verbessert
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Vergleich 6 Die Zellen zeigten mit dem Human serum from male

verschiedener AB plasma, sterile-filtered, 070M0613 von Sigma

humaner Seren Aldrich eine sehr gute Dichte und eine
makrophagentypische Morphologie

Einsatz des Mit M-CSF konnte die Morphologie und Dichte der

Wachstumsfaktors Zellen nicht weiter verbessert werden

M-CSF

[ > Humanes Serum, Charge: 070M0613 von Sigma Aldrich im
Medium fiihrte zu einer fiir die Versuche geeigneten Dichte
und makrophagentypischen Struktur der Zellen

4. Phase: Glaspetrischale in Advanced TC 6 Well-Platten erreichten die Zellen

Endversuche | versus 6 Well- eine Dichte von 90-100% Flachendeckung und
Platte zeigten dabei eine makrophagen-typische Gestalt
Zusatzliche Die Aussaat der nicht adharenten Zellen nach 60 bis

Aussaat der nicht | 90 Minuten zeigte vergleichbare Ergebnisse
adharenten Zellen
im Uberstand nach
der vorgegebenen
Adharenzzeit

> Advanced TC 6 Well-Platten sind fiir die Isolierung und Kultivierung
von humanen Makrophagen sehr gut geeignet,

die zusatzliche Aussaat von nicht adhédrenten Zellen im

Uberstand nach der Adhidrenzzeit fithrt zu einer erhéhten
Zellausbeute

Die gewiinschte Zellkonzentration von 2 x 10" Zellen pro ml wurde mithilfe folgender Formel
eingestellt:

gewlnschtes Gesamtvolumen x gewinschte Zellkonzentration

. = benotigte Menge Zellsuspension
gemessene Zellkonzentration

Gewiinschtes Gesamtvolumen — benodtigte Menge Zellsuspension =
benotigte Menge Medium

Jedes Advanced TC 6 Well enthielt 2 ml Endvolumen. Als Medium wurde RPMI 1640 + 5%
FKS + 5% humanes Serum von Sigma Aldrich Lot: 070M0613 + 10000 U/mi
Penicillin/10000ug/ml Streptomycin eingesetzt. Die eingesaten Zellen wurden fir 60 bis 90
min bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach den 60 bis 90 min wurde der Uberstand in neue
Advanced TC 6 Wells Uberflhrt, um den nicht adharenten Zellen eine 2. Adharenzphase zu
gewahren. Die Zellen, die nach 60 bis 90 min adharent waren wurden zweimal mit PBS
gewaschen und neues Medium wurde hinzugefligt. Die Zellen der 2. Adharenzphase wurden
nach circa 16 Stunden zweimal mit PBS gewaschen und mit frischem Medium versorgt.
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3.3.2 Kultivierung der isolierten humanen Monozyten zu Makrophagen

Um die isolierten Monozyten zu Makrophagen ausreifen zu lassen, wurden sie fur sechs bis
acht Tage bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Das Medium wurde alle zwei bis drei Tage
gewechselt. Vorversuche mit Phenolrot im Medium zeigten, dass auch nach vier Tagen ohne
Mediumwechsel keine Veranderungen im pH-Wert vorlagen. Nach sechs Tagen wurden die
Zellen lichtmikroskopisch Uberprift und es wurde entschieden, ob sie flr einen
Infektionsversuch geeignet sind (Abbildung 6).

Abbildung 6 Lichtmikroskopische Aufnahme von monozyten-gereiften Makrophagen
8 Tage nach der Isolation

Makrophagen, die eine ahnliche Dichte und Morphologie erreichten, waren fur die
Infektionsversuche mit Chlamydien geeignet. Gezeigt wird eine reprasentative
Makrophagen- Kultur aus mehreren Kultivierungsversuchen.

3.3.3 Isolierung von Monozyten aus Rinderblut

Die bovinen monozyten-gereiften = Makrophagen wurden im Rahmen einer
Kooperationsvereinbarung von Katharina Sobotta (FLI, Jena) zur Verfugung gestellt. Die
Methode zur Isolierung und Kultivierung von humanen monozyten-gereiften Makrophagen
fuhrte nicht zu zufriedenstellenden Ergebnissen. Die Isolierung der bovinen Monozyten
erfolgte nach einer Methode, die zuvor beschrieben wurde (Adler, Peterhans et al. 1994;
Werling, Howard et al. 1998). Von gesunden Spendertieren wurde Vollblut aus der Vena
jugularis entnommen und 1:5 mit 3,8% Na-Citrat verdiinnt. Das Na-Citrat-Blut wurde in 50 ml
Zentrifugenrohrchen (Greiner) Uberfuhrt und 20 min bei 2380xg zentrifugiert. Danach wurde
ein Drittel des Plasmas (oberste Phase) verworfen. Die Interphase wurde vorsichtig mit einer
1000 pl-Pipette entnommen und in 50 ml Zentrifugenréhrchen Uberflhrt. Es wurde nur so viel
Interphase in die Réhrchen gegeben, dass sie noch mit PBS-EDTA aufgefillt werden
konnten. Die Réhrchen wurden dann 10 min bei 800xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde
entfernt und das Pellet wurde mit PBS-EDTA resuspendiert, mit dem das Réhrchen aufgefillt
worden war. Darauf folgte wieder eine Zentrifugation fir 10 min bei 800xg. Dieser
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Waschschritt wurde noch einmal wiederholt (insgesamt 3 Waschschritte). Nach Entnahme
des Uberstands wurde das Réhrchen mit Erythrozyten-Lyse-Puffer aufgefiillt. Das Pellet
wurde resuspendiert und fur héchstens 10 min inkubiert. Danach schloss sich eine weitere
Zentrifugation fiir 10 min bei 300xg an. Der Uberstand wurde wieder verworfen und das
Réhrchen mit PBS-EDTA aufgeflllt und zentrifugiert (10 min, 300xg). Es folgten 2 weitere
Waschgange nach diesem Schema. Nach dem letzten Waschgang wurde das Pellet in 25 ml
PBS-EDTA resuspendiert und auf Lymphozytenseparationsmedium (LSM 1077, Paa)
geschichtet. Die aufgeschichteten Zellen wurden dann 45 min bei 800xg zentrifugiert. Die
entstandene obere Phase wurde wieder verworfen und die Interphase vorsichtig in ein
weiteres 50 ml Réhrchen Uberfihrt. Dieses wurde dann mit 0,89% NaCl aufgefillt und 8 min
bei 600xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Pellets erneut mit 0,89%
NaCl resuspendiert. Nach einer Zentrifugation von 10 min bei 300xg wurde der Uberstand
wieder verworfen. Das Roéhrchen wurde mit 0,89% NaCl aufgefillt und das Pellet
resuspendiert. Es folgte eine weitere Zentrifugation fir 10 min bei 300xg. Das entstandene
Pellet wurde nach Verwurf des Uberstandes in 10 ml 0,89% NaCl resuspendiert. Es wurde
ein Aliquot zur Zellbestimmung entnommen. Die Zellzahl wurde in gleicher Weise, wie bei
der Isolation der humanen Monozyten bestimmt, nur das noch Trypanblau zugefugt wurde.
Die restlichen Zellen wurden dann bei 300xg fiir 10 min zentrifugiert und der Uberstand
wurde verworfen. Das Pellet wurde in 1 ml Anzuchtmedium (IMDM Medium + 20 % FKS + 1
% Penicillin/Streptomycin + 1 % Amphotericin B + 0.05 % 100 mM 2-B-mercaptoethanol)
resuspendiert. Die Zellzahl wurde auf 4x10° Zellen pro ml eingestellt. 25 ml der
Zellsuspension (1x10® Zellen/25 ml) wurden mit einer sterilen 30 ml Spritze in einen
Teflonbeutel (VueLife Bags, American Fluoroseal Corp., Gaithersburg, USA) Uberflhrt. Der
Teflonbeutel wurde desinfiziert und flr sieben Tage bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank
inkubiert.

3.3.4 Kultivierung der isolierten bovinen Monozyten zu Makrophagen

Nach sieben Tagen der Kultivierung wurden die Teflonbeutel aus dem Brutschrank
genommen und fiir 20 min in den Kihlschrank (4°C) gelegt. Danach wurden die Teflonbeutel
unter der Sicherheitsbank von beiden Seiten mit den Fingern beklopft. Mit einer 60 ml Spritze
wurde die Zellsuspension in dem Teflonbeutel mehrmals angesaugt und wieder eingespritzt,
um weitere Zellen von der Teflonwand zu I6ésen und sie zu durchmischen. AnschlieRend
wurde die Zellsuspension in ein 50 ml Réhrchen Uberfihrt. Der Teflonbeutel wurde dann mit
20 ml gekdhlter 0,89% NaCl-Lésung gespllt. Die Spullldsung wurde ebenfalls in das
Rohrchen mit der Zellsuspension uberfiihrt. Der Spllvorgang wurde nochmal mit 10 ml NaCl
wiederholt. Das Réhrchen wurde dann bei 300xg flr 10 min zentrifugiert und ein weiterer
Waschvorgang mit 0,89% NaCl (300xg, 10 min) schloss sich an. Danach wurde der
Uberstand verworfen und die Zellen wurden in 1-5 ml Kulturmedium (IMDM + 2 % FKS + 1 %
Penicillin/Streptomycin + 1 % Amphotericin B + 0,05 % 100 mM 2-B-mercaptoethanol)
resuspendiert. Nun wurde die Zellzahl bestimmt und die Zellkonzentration auf 6-8 x 10°
Zellen pro ml eingestellt. Die Zellen wurden dann in unbeschichtete 24 Well-Platten von
Greiner ausgesat. Jedem Well wurde ein Volumen von 1 ml zugeordnet. Nach 18 Stunden
bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank wurden die Zellen zweimal mit 0,89% NaCl gewaschen
und das Kulturmedium fur nachfolgende Infektionen (IMDM + 2 % FKS + 0,05 % 100 mM 2-
B-mercaptoethanol) wurde hinzugegeben. Nach weiteren 24 Stunden im Brutschrank waren
die Zellen flr die Infektionsversuche einsatzbereit.
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3.4 Anzucht und Titerbestimmung der Chlamydien
3.4.1 Kultivierung der Anzuchtzellen

Fir die Anzucht der Chlamydien wurden nicht immunkompetente Buffalo Green Monkey
Kidney Cells (BGM) verwendet. Es handelt sich um eine gut erforschte Zelllinie, die einfach
zu kultivieren ist. Bei dieser Arbeit wurden kultivierte BGM in T75-Zellkulturflaschen (TPP,
VENT) verwendet. Diese Zellen wurden passagiert und die benétigte Menge an zu
infizierenden Zellkulturflaschen wurde hergestellt. Dazu wurde das Medium aus der
Ausgangs T75-Zellkulturflasche mit einem Vakuumsauger abgesaugt. Die adharenten Zellen
wurden dann mit 10 ml PBS gesplult. Zum Ablésen der Zellen wurden 5 ml Trypsin-EDTA auf
den Zellrasen gegeben und 5-10 Minuten bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank inkubiert.
Nach 5 min wurden die Zellen auf ihre Adharenz Uberprift. Durch Schwenken der und
Klopfen an die Zellkulturflasche wurde die Ablosung der Zellen unterstitzt. Um die Wirkung
des Trypsins zu neutralisieren wurden 5 ml MEM (Minimum Essential Medium Eagle) + 2
mmol/ml Glutamin + 5% FKS zugeben. Das enthaltene Serum ist in der Lage die Reaktion
von Trypsin abzustoppen. Die Suspension wurde dann aus der Flasche in ein 15 ml
Zentrifugenréhrchen (ibertragen und 12 min bei 400xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet in 4 ml MEM + 2 mmol/ml Glutamin + 5% FKS resuspendiert.
Die Zellen wurden dann in gewinschter Dichte und Zellkulturflaschenanzahl ausgesat und
bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank kultiviert.

3.4.2 Chlamydienstammkonservierung
3.4.2.1 Chlamydia pneumoniae, DC40, TW-183

Sobald sich der Zellrasen der vorbereiteten BGM geschlossen hat, konnten sie mit
Chlamydien infiziert werden. Die Chlamydia (C.) pneumoniae-Stammkonserve wies einen
vergleichsweise geringen Titer (1-5x10° EBE/mI) auf, sodass eine Vorkultur angelegt wurde,
um die Ausbeute und den Titer der neuen Konserven zu erhéhen. Dazu wurden zwei T25
(Red Standard, Greiner) Zellkulturflaschen, mit geschlossenem BGM-Zellrasen, mit je einer
Chlamydienkonserve (500 pl) infiziert. Die Flaschen wurden anschlielend eine Stunde bei
37°C und 3400xg in einer aerosoldichten Zentrifuge zentrifugiert. Danach wurden die
infizierten BGM fiir zwei Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach den zwei Stunden
wurde der Uberstand abgesaugt und 5 ml Ultra-MDCK-Medium wurde hinzugefiigt. Die BGM
wurden dann unter Beobachtung 3 Tage im Brutschrank inkubiert. Die Zellen wurden mit
einem Zellschaber abgelost und in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen Uberfihrt. Mit einer
Ultraschallbehandlung sollten die Chlamydien aus den BGM befreit werden. Sie wurden
zehn Sekunden im Intervall mit UV-bestrahlt. Um die BGM zu entfernen wurden die isolierten
Chlamydien 10 min bei 400xg in einer aerosoldichten Zentrifuge zentrifugiert. Mit dem
Uberstand wurden dann 4 T25 (Red Standard, Greiner) Zellkulturflaschen und 9
Deckglasrohrchen, mit geschlossenem BGM-Zellrasen, infiziert. Dazu wurden 1,8 ml des
Uberstands in je 1 Flasche und 112,5 pl in je 1 Rdhrchen gegeben. Diese wurden dann 1
Stunde bei 37°C und 2000xg zentrifugiert und anschlie®end flr 2 Stunden im Brutschrank
inkubiert. Der Uberstand wurde dann verworfen und mit 5 ml beziehungsweise 1ml Ultra-
MDCK-Medium ersetzt. Nach weiteren drei Tagen Inkubation bei 37°C und 5% CO, wurden
die infizierten BGM wieder geerntet, mit Ultraschall behandelt und weitere 8 T25-Flaschen
(Red Standard, Greiner), mit geschlossenem BGM-Zellrasen, wurden infiziert. Auch diese
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infizierten Flaschen wurden drei Tage bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Mit dieser Vorkultur
wurden dann 24 T25-Flaschen (Red Standard, Greiner), mit geschlossenem BGM-Zellrasen,
in 2 Ansatzen a 12 T25 Flaschen infiziert. Nach dem diese Ansatze drei Tage inkubiert
worden waren, wurden die infizierten BGM geerntet und kryokonserviert. Dazu wurden 3 ml
SPGA-Puffer in 1 der T25-Flaschen, die infizierte BGM enthielten gegeben. Mit einem
Zellkulturschaber wurden die Zellen von dem Flaschenboden geldst und mit dem SPGA
zusammen in die ndchste Flasche Uberfuhrt. Dann wurde wieder geschabt und so weiter. Am
Ende wurde die Suspension in einem 50 ml Réhrchen gesammelt. Die Flaschen wurden am
Ende mit 3 ml SPGA gespdlt und diese Spullésung wurde mit der ersten Suspension vereint.
Es wurden je 0,5 ml der Infektionssuspension in Kryoréhrchen aliquotiert und bei -80 °C
gelagert.

3.4.2.2 Chlamydia psittaci, DC15, A-6BC

Chlamydia (C.) psittaci-Stammkonserven waren in ausreichender Konzentration (circa 1x10°
EBE/ml) vorhanden, sodass das Anlegen einer Vorkultur nicht nétig war. T75
Zellkulturflaschen (TPP, VENT) wurden mit BGM beimpft. Sobald der Zellrasen geschlossen
war, wurden die Zellen mit 3 x 10’ einschlussbildenden Einheiten (EBE) pro ml einer C.
psittaci-Konserve infiziert. Die Chlamydiensuspension wurde mit 15 ml Ultra-MDCK-Medium
in die Zellkulturflaschen gegeben. Die Flaschen wurden dann bei 37°C und 5% CO, im
Brutschrank inkubiert. Nach 24 Stunden wurden die Flaschen lichtmikroskopisch Uberprift.
Wenn sehr viele Einschlisse mit hoher Brown‘scher Molkularbewegung und sich ablésende
Zellen zu sehen waren, konnten die mit Chlamydien infizieten BGM geerntet und
kryokonserviert werden. Dies geschah nach derselben Methode, wie bei der Vermehrung
von C. pneumoniae (siehe 3.4.2.1).

3.4.2.3 Chlamydia muridarum, DC39, Nigg

Die Chlamydia (C.) muridarum-Stammkonserven wiesen Titer (1-5x10% EBE/ml) auf, die eine
Vorkultur nétig machten, aber keine Aufzentrifugation. Es wurden zwei mit BGM beimpfte
T75 Zellkulturflaschen (TPP, VENT) und 4 Deckglasréhrchen mit C. muridarum in einer
Konzentration von 1 x 10’ EBE/ml infiziert. Die Chlamydiensuspension wurde mit 15 ml Ultra-
MDCK-Medium in die Zellkulturflaschen und mit 1ml des Mediums in die Deckglasréhrchen
gegeben. Die Flaschen und Réhrchen wurden dann bei 37°C und 5% CO; im Brutschrank
inkubiert. Nach 24 Stunden wurde die Infektion der BGM mittels Immunfluoreszenzfarbung
der Zellen in den Deckglasrohrchen Uberprift (siehe 0). Die Infektion war noch nicht
ausreichend und so wurden die infizierten Zellen nach 48 Stunden als Vorkultur geerntet. Die
Ernte fand wieder mit Zellkulturschabern und SPGA statt. Mit der erhaltenen Vorkultur
wurden dann 10 T75-Zellkulturflaschen, mit geschlossenem BGM-Zellrasen, infiziert. Je 0,5
ml der Vorkultur wurden mit 14,5 ml Ultra-MDCK-Medium in die vorbereiteten BGM-
Zellkulturflaschen gegeben. Nach 24 Stunden bei 37°C und 5% CO, wurden die infizierten
BGM lichtmikroskopisch Uberprift, geerntet und kryokonserviert. Die Kryokonservierung
erfolgte nach der in 3.4.2.1 beschriebenen Methode.

3.4.3 Bestimmung des Gehaltes an infektiosen Chlamydien mittels Titration

Zur Bestimmung des Chlamydientiters der angelegten Kryokonserven wurden in sechs
Deckglasréohrchen BGM zu einem geschlossenen Zellrasen kultiviert. Es wurde eine
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Verdiinnungsreihe der zu bestimmenden Chlamydienkonserve im Bereich von 1:10° bis
1:10° in PBS angelegt. Davon wurden je 0,2 ml Suspension auf die BGM in den
Deckglasrohrchen gegeben. Pro Verdinnungsstufe wurden 2 Deckglasréhrchen infiziert.
Diese wurden dann bei 37°C und 3400xg fir eine Stunde in einer aerosoldichten Zentrifuge
zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand abgesaugt und 1 ml des Ultra-MDCK-Medium
wurde zugefugt. Die Inkubationsdauer bei 37°C und 5% CO, wurde je nach
Entwicklungszyklus des untersuchten Stammes ausgewahlt. War dieser unbekannt, wurden
die ersten infizierten Deckglasrohrchen nach 24 Stunden gefarbt. Gegebenenfalls wurde das
2. Réhrchen der Verdinnungsstufe nach 48 Stunden ausgewertet. Die Deckglaser aus den
Deckglasréhrchen wurden mit dem IMAGEN-Chlamydienkit gefarbt (siehe 0) und
anschliefend mit dem Axiolab Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Die Deckglaser der
Verdinnungsstufe, die eine moderate Anzahl von chlamydialen Einschliissen vorwies,
wurden ausgewertet. Es wurden 20 Gesichtsfelder mit dem 20er oder 40er Objektiv
ausgezahlt. Die Konzentration der Chlamydien (EBE/ml) wurde anhand folgender Formel
berechnet:

X5 X Verdlinnungsstufe x Objektivfaktor x 5 = EBE/m

X230 = Mittelwert aus 20 gezahlten Gesichtsfeldern
Verdinnungsstufe: ~ 1:10° = 1000; 1:10* = 10000 und so  weiter
Objektivfaktor fuar Mikroskop Axiolab: 20er Objektiv: 212; 40er Objektiv: 854,7
Faktor 5: 0,2 ml Chlamydiensuspension eingesetzt; 0,2 ml x 5 =1 ml = EBE/mI

Erganzung:

Von C. pneumoniae wurde eine umfangreiche Vorkultur mit BGM angelegt. Die Zellen
wurden vor der Kryokonservierung nicht entfernt. Der Gehalt an Elementarkdrperchen von C.
pneumoniae in der Konserve blieb weiterhin im Vergleich zu den anderen
Chlamydienspezies gering. Daher mussten gréRere Mengen der Chlamydiensuspension
eingesetzt werden, wodurch auch mehr BGM auf die monozyten-gereiften Makrophagen
gelangten. Diese wurden von den BGM nachweislich negativ beeinflusst. Vor der
Titerbestimmung wurde die Suspension aus der C. pneumoniae-konserve in ein steriles 1 ml
Eppendorf-Tube umgefullt, kraftig gevortext und fur 10 Sekunden mit Ultraschall behandelt.
Dann wurde das Tube fir 10 min bei 500xg zentrifugiert. Der von BGM-Zellen befreite
Uberstand wurde fiir die Titerbestimmung verwendet.

3.5 Inokulation der monozyten-gereiften Makrophagen mit Chlamydien

Die monozyten-gereiften Makrophagen wurden nach lichtmikroskopischer Uberpriifung nach
sechs bis acht Tagen fur die Infektionsversuche eingesetzt. Fir die Inokulationen wurden die
Konserven, der im Vorfeld angeziichteten Chlamydien (C. pneumoniae, C. psittaci, C.
muridarum) verwendet.

Zur Bestimmung der Zellzahl monozyten-gereifter Makrophagen wurde flr jeden
Infektionsversuch ein extra Zahl-Well auf einer separaten Advanced TC 6 Well-Platte mit
ausgesat. Den flr die Inokulation geeigneten Zellen wurde das Medium entzogen. Nach
einer Waschung mit PBS wurden die monozyten-gereiften Makrophagen mit der HemabDiff-
Schnellfarbung gefarbt. Dafur wurde 1 ml der Lésung 1 fur funf Sekunden, 1 ml der Lésung 2
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fur drei Sekunden und 1 ml der Lésung 3 fur sechs Sekunden in je 1 Well gegeben. Die
Wells wurden dann mit destilliertem Wasser gewaschen. Die gefarbten Wells wurden mit
einem eingeschobenen Raster mit definierter KastchengroRe bei einer 5-fachen
Vergrolkerung fotodokumentiert (Abbildung 7). Vier nicht zusammenhangende Kastchen
wurden ausgezahlt und der Mittelwert bestimmt. Die Zellzahl der monozyten-gereiften
Makrophagen wurde anhand folgender Formel ermittelt:

Wellgrofe in pm?

=7
GroRe des Rasterkistchens in um? x Mittelwert der gezahlten Zellen ellzahl pro Well

Wellgrolie: 24 Well-Platte: 200000000 pm?

6 Well-Platte: 961625000 pm?

Rasterkastchengrofie: 70000 pm?
e TSN BTN IRINE AN SRS

sEmessss Abbildung 7 HemabDiff-

viesaezs Schnellfarbung von monozyten-
stz gereiften Makrophagen mit
5% definiertem Raster.

:C Lichtmikroskop. (5x)

wa Gezeigt wird eine reprasentative
3 Makrophagen-Kultur aus  mehreren
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Die Multiplicity of Infection (MOI) ist eine Konzentrationsangabe, bei der eine MOI 1
bedeutet, dass eine infektidse Einheit (hier chlamydiale Einschlussbildende Einheit) auf eine
zu infizierende Zelle ftrifft (hier Makrophage). Eine MOI 2 bedeutet demnach, dass 2
infektidse Einheiten auf eine zu infizierende Zelle treffen und so weiter. Die MOI wurde nach
folgender Formel berechnet:

Zellzahl pro Well in ml

= MOI 1
Chlamydientiter in EBE /ml

Da die Werte sehr gering waren bot sich eine Umrechnung in pl an. Dazu wurde der
errechnete Wert mit 1000 dividiert und dann mit der Anzahl der zu infizierenden Wells
multipliziert. Fir die in dieser Arbeit zusatzlich eingesetzten MOl 2 und 5 wurde der
errechnete Wert mit 2 beziehungsweise 5 multipliziert.

Fiar die Chlamydieninokulation wurde das Medium der monozyten-gereiften Makrophagen
verworfen und die Zellen mit PBS gesplilt. Die Chlamydienkonserven wurden schonend bei
Raumtemperatur aufgetaut und gevortext. Konserven mit C. pneumoniae wurden zusatzlich
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mit Ultraschall behandelt und zentrifugiert (siehe 3.4.3). Die errechnete Menge
Chlamydiensuspension wurde zu der bendtigten Menge Medium gegeben und gut vermischt.
Dann wurden je 2 ml der Chlamydien-Mediumsuspension in ein 6 Well beziehungsweise 1
ml in ein 24 Well gegeben. Die inokulierten Zellen wurden dann fir 4, 24, 48
beziehungsweise 72 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

Inokulationsmedium fir humane Makrophagen: RPMI 1640 + 5% FKS + 2% HuS
Inokulationsmedium fiir bovine Makrophagen: IMDM + 2 % FKS + 0,05 % 100 mM 2-3-
mercaptoethanol.

Als Positivkontrolle fur die Infektionsfahigkeit und das Wachstum der Chlamydien wurden
Buffalo Green Monkey-Zellen (BGM) ebenfalls mit Chlamydien inokuliert. Die BGM wurden in
24 Well-Platten ausgesat und zu einem konfluenten Zellrasen kultiviert. Dieser wurde genau
wie die monozyten-gereiften Makrophagen mit C. pneumoniae, C. psittaci beziehungsweise
C. muridarum inokuliert. Es wurden die gleichen Konzentrationen (MOI) und
Probenentnahmezeiten gewahlt. Fir jede Chlamydienspezies wurden die Inokulationen in je
6 Versuchsreihen (n=6) durchgefihrt. Als Inokulationsmedium fir BGM-Zellen wurde RPMI
1640 + 5% FKS gewanhit.

3.6 Kontaminationsausschluss

Die infizierten Spenderproben wurden stichprobenartig auf Mykoplasmen getestet. Das
Plasma aller Spender wurde auf Chlamydienantikérper und —DNA Uberprift. Diese Teste
wurden von validierten Laboren durchgefiihrt (NRL).

3.7 Visualisierung der monozyten-gereiften Makrophagen beziehungsweise der
Chlamydien

Zellen und Bakterien kénnen auf vielfache Weise sichtbar gemacht werden. Unterschiedliche
Methoden geben dabei Einblicke in die Verteilung, Grolke, Morphologie und Menge der
Zellen beziehungsweise Bakterien. Im Folgenden wurden die mit Chlamydien stimulierten
MDM mit dem Lichtmikroskop, mittels Immunfloureszenzmikroskop und einem
Transmissionselektronenmikroskop untersucht.

3.7.1 Langzeitbeobachtungen der inokulierten monozyten-gereiften Makrophagen mit
dem Lichtmikroskop

Humane und bovine monozyten-gereifte Makrophagen wurden mit C. pneumoniae, C.
psittaci beziehungsweise C. muridarum in einer MOl von 5 inokuliert. In die
Langzeitbeobachtungen wurden 3 verschiedene Spender einbezogen. Es wurde jeweils eine
Negativkontrolle mitgeflhrt. Die ersten Aufnahmen mit dem Lichtmikroskop CK40 von
Olympus wurden nach 4, 24 und 48 Stunden gemacht. Der Bereich der ersten Aufnahme
wurde markiert. Folgend wurde jeden Tag zur gleichen Zeit an mdglichst der gleichen Stelle
ein Bild aufgenommen. Die Beobachtung wurde fortgefiihrt bis die inokulierten Zellen zu
einem Grol3teil zerstort waren.
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3.7.2 Chlamydiennachweis mittels direkter Inmunfluoreszenz

Zum Nachweis von Chlamydien in einschichtigen Zellkulturen wurde ein direkter
Immunfluoreszenztest durchgefuhrt. Dazu wurde das kommerziell erhaltliche IMAGEN
Chlamydien-Kit (Oxoid) verwendet. Der Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-konjugierte,
gattungsspezifische monoklonale Antikorper richtet sich gegen das auf der Oberflache aller
bekannten Chlamydienstamme vorkommende Lipopolysaccharid und wird mit blauem Licht
sichtbar gemacht. Bestandteile des Zytoplasmas wurden mit dem enthalten Evans Blue-
Farbstoff gegengefarbt und leuchten rot, wenn sie mit griinem Licht angeregt werden.

Wahrend der Anzucht der Chlamydien wurden zur Infektionskontrolle und flur die
Titerbestimmung infizierte BGM, die in Deckglasrohrchen kultiviert worden waren, mittels
Immunfluoreszenzfarbung Uberprift. Zum Bestimmungszeitpunkt wurde das Medium aus
den Roéhrchen entfernt und 1 ml Methanol zur Fixierung hinzugegeben. Nach 10 Minuten
Einwirkzeit wurde das Deckglas mit einer gebogenen Pinzette aus dem Roéhrchen
entnommen. Dieses wurde mit dem Mikroskopierkleber Entellan auf einen Objekttrager
geklebt. Die infizierten BGM-Zellen wurden dann nach Anweisung des Herstellers mit dem
IMAGEN Chlamydien-Kit gefarbt und mit einem Fluoreszenzmikroskop bewertet.

Humane und bovine monozyten-gereifte Makrophagen wurden in 24 Well-Platten kultiviert
und mit C. pneumoniae, C. psittaci beziehungsweise C. muridarum infiziert (MOI 1, 2, 5). Es
wurde immer eine nicht-inokulierte Negativkontrolle mitgeflhrt. Nach 4, 24 und 48 Stunden
wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 1 ml PBS pro Well gespllt. Zur Fixierung
der Zellen wurde 1 ml Methanol pro Well hinzugefugt und 10 min inkubiert. Das Methanol
wurde entfernt und die Zellen wurden nach Anweisung mit dem IMAGEN-Chlamydien-Kit
gefarbt. Zusatzlich wurde der Zellkern mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) sichtbar
gemacht. DAPI bindet an AT-reiche Regionen der DNA und fluoresziert nach Anregung mit
ultraviolettem Licht blau. 50 pl einer 1:500 verdiunnten DAPI-L6sung wurden auf die Zellen
gegeben und fir 2 bis 3 Minuten im Dunkeln inkubiert. Die Zellen wurden dann mit PBS
gespllt und zeitnah mit einem Fluoreszenzmikroskop fotodokumentiert und ausgewertet. Es
wurde eine semiquantitative Auswertung vorgenommen. Dazu wurde das gesamte Deckglas
systematisch betrachtet und eine prozentuale Einschatzung der Fluoreszenzsignale pro Zelle
vorgenommen.

3.7.3 Transmissions-Elektronen-Mikroskopie (TEM)

Far die Transmissions-Elektronen-Mikroskopie wurden humane und bovine monozyten-
gereifte Makrophagen in einer Konzentration inokuliert, die eine gute Infektionsrate zu den
Probenahmezeitpunkten 24 und 48 Stunden versprach. Dazu wurden die unterschiedlichen
Entwicklungsgeschwindigkeiten der einzelnen Chlamydienspezies in den verschiedenen
Wirtszellen beachtet. C. psittaci und C. muridarum konnten in Vorversuchen bei einer
Konzentration von MOI 5 mittels IFT detektiert werden. C. pneumoniae wurde mittels IFT bei
MOI 5 nicht detektiert, daher galten hier die Konzentrationen, die zur Vermehrung der
Chlamydien in BGM verwendet wurden (3.4.2) als Orientierung. Fur die Auswertung wurden
ebenfalls Negativkontrollen eingereicht. 24 und 48 Stunden nach der Inokulation wurde das
Medium abgesaugt und mit 4 ml Glutaraldehyd (2,5% in Cacodylatpuffer, 0,1 M, pH 7,2) pro
6 Well ersetzt. Die Zellen wurden dann zum Fixieren 2 Stunden verschlossen bei 4°C
inkubiert. Mit einem Zellschaber wurden die Makrophagen vorsichtig von ihrem Untergrund
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gelost. Die entstandene Zellsuspension wurde in passende Zentrifugenrohrchen gefillt und 5
min bei 1500xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das entstandene Pellet
in 1ml Cacodylatpuffer resuspendiert und anschlieffiend 5 min bei 1500xg zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und 1ml frischer Cacodylatpuffer auf das Pellet gegeben.
Die Aufbewahrung bis zur Weiterverarbeitung erfolgte bei 4°C.

Die weitere Verarbeitung der Proben erfolgte durch die Arbeitsgruppe Pathologie und
Elektronenmikroskopie des Friedrich-Loeffler-Instituts unter Leitung von Prof. Liebler-
Tenorio. Die zugrunde liegende Methode stelle ich nun kurz dar.

Es folgte eine Einbettung der Zellen in Agarose und das Zuschneiden des entstandenen
Pellets fur die Araldite-Einbettung. Von den bei der Einbettung entstandenen Blockchen
wurden zunachst Semidlinnschnitte angefertigt und lichtmikroskopisch die geeigneten Areale
fur die Untersuchung im Elektronenmikroskop ausfindig gemacht. Von diesen Bereichen
wurden Ultradlinnschnitte angefertigt, kontrastiert und anschlie@end im Transmissions-
Elektronenmikroskop betrachtet und fotodokumentiert. Die Aufnahmen wurden anschliel3end
besprochen und mir dann zur Verfiigung gestellt. Die grafische Aufarbeitung erfolgte
ebenfalls durch die Arbeitsgruppe von Prof. Liebler-Tenorio.

3.8 Stimulation der monozyten-gereiften Makrophagen mit Interferon gamma und/oder
Lipopolysacchariden

Humane und bovine monozyten-gereifte Makrophagen wurden mit Interferon gamma (IFNy)
und E.coli Lipopolysaccharid O111:B4 (LPS) stimuliert, um zu ermitteln ob und inwiefern die
Makrophagen in der Lage sind auf immunogene Reize zu reagieren. Dazu wurden 50, 100
und 200 Units (U) IFNy und 0,1, 1, 5, 10, 50 und 100 pg/ml LPS in das Medium der humanen
Makrophagen gegeben. Des Weiteren wurde ein Gemisch aus IFNy und LPS eingesetzt
(50/10, 50/50, 50/100; 100/10, 100/50, 100/100; 200/10, 200/50, 200/200). Die Substanzen
wirkten zwei und 24 Stunden bei 37°C und 5% CO, ein. Von diesen Proben wurde ein NO-
Assay gemacht. Die reaktivsten Konzentrationen wurden fiir eine durchflusszytometrische
Analyse eingesetzt (IFNy 50 U, LPS 10 pg/ml, 50/10, 50/100). Mit 5 pg/ml LPS wurden
humane Makrophagen fir eine folgende mRNA-Analyse stimuliert. Hier wurden aquivalent
zu dem Versuchsdesign nach 4, 24 und 48 Stunden Proben fiir die quantitative real-time
reverse Transkriptase (RT)-gPCR genommen.

Bovine Makrophagen wurden mit 6 p/ml LPS stimuliert und Proben fur die Quantitative real-
time reverse Transkriptase (RT)-gPCR wurden nach 3 und 24 Stunden genommen
[K.Sobotta].

3.9 Molekularbiologische Untersuchungen
3.9.1 DNA-Isolation

Mit Chlamydia (C.) pneumoniae, C. psittaci beziehungsweise C. muridarum inokulierte
humane und bovine Makrophagen und BGM wurden nach 4, 24 und 48 Stunden fir die
Quantifizierung der chlamydialen DNA in den Zellen und im Uberstand geerntet. Dazu wurde
das Medium abgenommen, in sterile Eppis gefiillt und bei -20°C eingefroren. Um eventuelle
Chlamydieneinschliisse nicht zum Platzen zu bringen, wurde auf eine Waschung der
adharenten Zellen verzichtet. Zu den Makrophagen wurden 0,5 (24 Well) bis 1 (6 Well) ml
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Accutase gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 20 min wurden die Zellen mit einem
Zellschaber von ihrer Unterlage geldst und in Accutase aufgenommen. Die Zellsuspension
wurde dann 5 min bei 3500xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet bei -20°C eingefroren.

Um eine DNA zu erhalten, die frei von stérenden Faktoren wie Proteinen, Enzymen und
Salzen ist, wurde die DNA mit dem High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche)
gereinigt und isoliert. Das Kit wurde wie im mitgelieferten Handbuch beschrieben
angewendet. Die isolierten Proben wurden bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C eingefroren.

3.9.2 mRNA-Isolation

Fir die Untersuchung des Zytokinprofils der inokulierten humanen und bovinen
Makrophagen wurde mRNA gewonnen. Sie wurde ebenfalls zur Untersuchung auf
chlamydiale Virulenzfaktoren genutzt. Es wurden bei jedem Versuch eine nicht inokulierte
Negativkontrolle und mock-Inokulationen mitgefuhrt. Fur die mock-Inokulation wurde eine
Chlamydienanreicherung ohne Chlamydien durchgefiihrt und die daraus resultierende
Suspension bei -20°C eingefroren. In den Versuchen wurden dann &quivalent zum
Studiendesign Konzentrationen (MOI1, 2, 5) der mock-Suspensionen eingesetzt. Der
Uberstand der inokulierten humanen und bovinen Makrophagen wurde nach 4, 24 und 48
Stunden verworfen. Zu den Zellen wurden 350 yl RLT-Puffer aus dem RNeasy-Mini Kit
(Quiagen) mit Merkaptoethanol (10 pl ME auf 1 ml RLT) gegeben. Die Suspension aus
Zellen und RLT-Puffer wurde in Eppendorftubes Uberfliihrt und mit flissigem Stickstoff
schockgefroren. Die Proben wurden bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert. Auch die
mRNA wurde von Proteinen, Salzen, Zellresten und Enzymen gereinigt. Dazu wurde das
RNeasy-Mini Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben eingesetzt. Die gereinigten Proben
wurden zur Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert.

3.9.3 Photometrische Bestimmung der RNA/DNA-Konzentration

Die Konzentration und Reinheit der isolierten Nukleinsduren wurde mittels
spektrophotometrischer Absorptionsmessung bei einer Wellenldnge (A) von 260 nm bzw. 230
nm und 280 nm bestimmt. Bezogen auf eine Kivettenschichtdicke von 1 cm entsprach eine
Absorption von 1 OD bei 260 nm ca. 40 pug/ml einzelstrangige RNA (ssRNA) bzw. 50 pug/ml
doppelstrangige DNA (dsDNA). Zur Bestimmung der Konzentration wurden 2 ul der Probe in
destilliertem, RNase-freiem Wasser gemessen. Die RNA- bzw. DNA-Konzentrationen fir die
jeweiligen Proben wurden nach folgender Formel berechnet:

ug Nukleinsaure/ml = Absorption 260nm x Verdimnung x K
(K = Konstante fiir optische Dichte, 1 OD = 40 ug/ml fir ssRNA oder 50 pg/ml fiir dsDNA)

Da Proteine bei 280 nm absorbieren, kann man die Reinheit der isolierten RNA anhand des
Absorptions-Verhaltnisses A260/A280 kontrollieren. Der Quotient sollte bei reiner RNA ca.
2,0 betragen. Eine hohe Absorption bei 230 nm reflektiert Verunreinigungen durch
Kohlenhydrate, Peptide, Phenole oder andere aromatische Verbindungen. Bei einer reinen
Probe sollte der Quotient A260/A230 groRer 2,0 sein. Es wurden ausschlieRlich Proben mit
einer mMRNA-Reinheit von 1,8-2,2 (A260/A280) und Uber 2 (A260/A230) verwendet.
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3.9.4 Quantitative real-time PCR

Die Quantifizierung der Chlamydiaceae 23S rRNA erfolgte mittels quantitativer real-time
PCR, anhand einer FAM-gekoppelten Sonde gegen das 23S rRNA-Gen (Tabelle 8) nach
(Ehricht, Slickers et al. 2006). Die PCR wurde in 25 yl Reaktionsansatzen mit je 300 nM
Primer F und Primer R sowie 200 nM der 23S-Sonde unter Verwendung des TagMan
Universal Master Mix (Applied Biosystems), entsprechend den Herstellerangaben
durchgefuhrt. Als interne Amplifikationskontrolle (IC) diente eine HEXmarkierte Sonde
(Hoffmann, Depner et al. 2006). Fir die Amplifikationskontrolle wurden pro Ansatz 0,25 pl IC
Template-DNA sowie je 100 nM IC Primer F und Primer R und 50 nM IC Sonde mitgefuhrt.

Die Quantifizierung erfolgte nach dem in Tabelle 6 dargestellten Temperaturprofil mittels
einer Standardkurve, die flr jede Chlamydienspezies (C. pneumoniae, C. psittaci, C.
muridarum) individuell ermittelt wurde. Daflir wurden Verdlnnungsreihen aus
Chlamydienkonserven der eingesetzten Spezies mit bekanntem Titer angelegt und bei jeder
PCR mitgeflihrt. Fir die erhaltenen threshold cycle (Ct)-Werte wurden mit Hilfe dieses
Standards und des jeweiligen Zellstandards (BGM, human, bovin) die Einschlussbildenden
Einheiten (inclusion forming units, IFU) pro Zelle bestimmt. Fiur die Zellstandards wurden
ebenfalls aus Proben mit bekannter Zellzahl Verdiinnungsreihen angelegt. Die Werte aus
den Uberstanden wurden ohne Zellstandard berechnet.

Tabelle 6 Temperaturprofile fiir die quantitative real-time PCR zum Nachweis der
Chlamydiaceae 23S rRNA

Schritt Zeit Temperatur
Uracil-N-Glykosylase-Inkubation 2 min 50 °C

Aktivierung der Taq DNA-Polymerase 10 min 95 C
Denaturierung 15 sec 95 °C

Annealing & Elongation 1 min 60 °C ] 45x

3.9.5 Quantitative real-time reverse Transkriptase (RT)-PCR

Die RT-PCR ist fur die Quantifizierung der mRNA-Expression die Technik der Wahl. Von
grolkem Vorteil ist, dass sie eine hohe Sensitivitat besitzt und damit den Nachweis selbst
kleinster Transkriptmengen erlaubt. Zur Erstellung des Zytokinprofils wurden fir die
humanen monozyten-gereiften Makrophagen QuantiTect Primer Assays von Qiagen
verwendet. Sie zeichneten sich durch eine hohe Sensitivitdt und Spezifitat aus und machten
zeitaufwendige Primeraustestungen unndétig. Die QuantiTect Primer Assays enthielten
lyophilisierte forward and reverse Primer fir ein bestimmtes Gen. Die Primer wurden in TE-
Puffer (pH 8,0) geldst, um eine 10x Primerlésung zu erhalten. Es wurde das QuantiTect
SYBR Green RT-PCR Kit verwendet. Die isolierten Proben wurden nach Anweisung des
Herstellers verdinnt. Pro Reaktionsansatz wurden 25 pl Mastermix, 5 pl 10x QuantiTect
Primer Assay, 0,5 pyl QuantiTect RT Mix, unter 10 ng RNA-Probe und x pl RNase freies
Wasser verwendet. Es wurden insgesamt 50 ul eingesetzt. Die Amplifikation und Detektion
der spezifischen Produkte erfolgte im Mx3000P Thermocycler System (Agilent) (Tabelle 7).

Die detektierten Fluoreszenzsignale wurden als sigmoidaler Amplifikationsplot in
Abhangigkeit von der Zykluszahl im Programm MxPro4 dargestellt.
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Tabelle 7 Temperaturprofil fiir eine one-step RT-PCR unter Verwendung des
QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit

Schritt Zeit Temperatur

Reverse Transkription 30 min 50°C

Aktivierung HotStarTaq DNA Polymerase, Ende 15 min 95°C

der reversen Transkription, Denaturierung von

cDNA

Denaturierung 15 sec 94°C

Annealing 30 sec 55°C

Extension 30 sec 72°C

Schmelzkurvenanalyse 1 min 95°C
30 sec 55°C
30 sec 95°C

3.9.6 Quantifizierung der mRNA

Die Quantifizierung der mRNA erfolgte mit den Ct-Werten. Der Ct-Wert ist die Zykluszahl, bei
der der Schwellenwert (treshold) erreicht ist. Dieser wurde fiir jedes Transkript nach Pfaffl
bestimmt (Pfaffl 2001). Der Schwellenwert ist eine definierte Fluoreszenzintensitat, die
deutlich Uber der Hintergrundfluoreszenz des ungebundenen Farbstoffes liegt. Der treshold
cycle (Ct-Wert) kann als Grundlage fir die relative Quantifizierung verwendet werden, da er
mit der Menge der eingesetzten Ziel-mRNA-Molekile korreliert (Wilhelm and Pingoud 2003).
Die Ergebnisse der quantitativen real-time RT-PCR wurden mit der relativen Quantifizierung
ausgewertet. Dabei wird das Zielgen mit einem endogenen Standard normalisiert. Als
endogener Standard dienen Gene, die wahrend des Experiments nicht reguliert werden und
in allen Zelltypen vorkommen. Fir die humanen monozyten-gereiften Makrophagen wurden
die Referenzgene GAPDH und B-Aktin eingesetzt. Fir sie wird postuliert, dass sie in allen
Geweben vorkommen und dass sie sehr stabil sind, wobei GAPDH eine hdhere Streuung
aufweist. Aus den Ct-Werten der beiden Referenzgene wurde der Mittelwert gebildet. Sie
wurden nicht reguliert, da die Ct-Werte der Mock-Kontrolle sich nicht signifikant von den mit
Chlamydien stimulierten Makrophagen unterschieden (Anhang 1). Fur die bovinen
monozyten-gereiften Makrophagen wurde das Referenzgen GAPDH verwendet. Wie in
Anhang 2 zu sehen, wurde GAPDH wahrend der Chlamydienstimulation nicht reguliert. Mit
der Differenz zwischen den Ct-Werten des Targetgens und der endogenen Kontrolle wurde
der delta Ct-Wert bestimmt. Relative Expressionsunterschiede der infizierten Zellen zu der
Mock-Kontrolle wurden mit der 2-Ct-Methode nach Pfaffl berechnet (Pfaffl 2001; Schmittgen
and Livak 2008). Dazu wurde der AACt bestimmt, indem der Ct-Wert der Mock-Kontrolle von
dem Ct-Wert der stimulierten Probe abgezogen wurde. Dieser Wert wurde fiir die Formel
nach Pfaffl herangezogen:

Formel nach Pfaffl; 2(-24¢t)

Zur Darstellung relativer Expressionsunterschiede wurden die Werte der mock-Kontrolle 1
gesetzt und mit dem Ergebnis aus der Formel dividiert.

Das bakterielle Expressionsniveau pro Chlamydie wurde mit dem 16S-Gen normalisiert.
Expressionsveranderungen der chlamydialen Proteine (Tabelle 8) wurden gegentiber einer
gleichwertigen BGM-Infektion beziehungsweise gegenldber dem Inokulum ermittelt.
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Zur Kontrolle der Spezifitat der entstandenen Produkte wurde eine Schmelzkurvenanalyse
durchgefiihrt. Die Effizienz der verwendeten humanen Primer (siehe 3.1.4) wurde vom
Hersteller (Qiagen) garantiert.

Tabelle 8 Ubersicht der verwendeten chlamydialen Primer fiir die quantitative real-time
RT-PCR

Es werden die forward (F)- und reverse (R)-Primer der jeweiligen Gene angegeben. TA:
Annealingtemperatur; TS: Schmelztemperatur der Amplifikate; bp: Basenpaare; Rf:
Referenz; nb: nicht bestimmt

Gen Sequenz (5'—>3%) Accession Ta Lange Ts

Rf, NCBI-Nr (°C) (bp) (°C)

23S F: CTGAAACCAGTAGCTTATAAGCGGT (Goellner, 58 nb
rRNA R: ACCTCGCCGTTTAACTTAACTCC Schubert et
al. 2006)
16S F: CTTGTACACACCGCCCGTC (Goellner, 58 201 nb
rRNA R: GCCCAACCTAGTCAAACCGTC Schubert et
al. 2006)
groEL F: CAACAGGTAGCAGAATCCGGA (Goellner, 58 201 80
R: CTCTTCGCTGATAAGTTGGCAA Schubert et
al. 2006)
IncA F: CATGTGGAGGAAAGTCGCG (Goellner, 58 251 nb
R: CCCTGATCTGCCGTTTCTGT Schubert et
al. 2006)
cpaf F: CGCACCCTGAGCATCGTTA (Goellner, 57 151 nb
R: AAGACAAAACCCCCAGCTCCT Schubert et
al. 2006)
ftsw F: TTGTTCCCTGCGTCGCTATC (Goellner, 57 151 nb
R: AAAAGCTATTACGGCTGCGGA Schubert et
al. 2006)
rpoN F: AATAAGACACTGGCAGGCCCT NC 004552 57 187 78

R: ATTGGATGCCCTGCTGTGA

Die Effizienz der bovinen Primer (Tabelle 9) wurde mit einer seriellen Verdiinnungsreihe
kontrolliert. Die Ct-Werte wurden dann in einer Standardkurve gegenlber den eingesetzten
RNA-Mengen aufgetragen. Der Anstieg der Regressionsgeraden korreliert mit der Effizienz
der PCR-Reaktionen und sollte mdglichst gleichmalig und zwischen den verschiedenen
Primern parallel verlaufen.
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Tabelle 9 Ubersicht der verwendeten bovinen Primer fiir die quantitative real-time
RT-PCR

Es werden die forward (F)- und reverse (R)-Primer der jeweiligen Gene angegeben. Ta:
Annealingtemperatur; Ts: Schmelztemperatur der Amplifikate; bp: Basenpaare

Gen Sequenz (5°—3%) Accession Ta Lange Ts
NCBI-Nr. (°C) (bp) (°C)

GAPDH F: ATCTCTGCACCTTCTGCCGAT EU195062 58 176 85
R: TGGACGGTGGTCATAAGTCCCT

IL-18 F: CGTACCTGAACCCATCAACGA EU276067 56 106 79
R: CAGGTGTTGGATGCAGCTCTT

IL-6 F: AGCAAGGAGACACTGGCAGAA EU276071 56 101 78
R: CTGATCAAGCAAATCGCCTG

IL-12p40 F: AGCCTGCTTATTGAGGTCGTG EU276076 55 92 80
R: GGTTTGATGATGTCCCTGATGA

iNOS F: CACGATCCTCTTTGCAACAGAG DQ676956 56 104 85
R: GATCCATGCAGAGAACCTTGG

TNFa F: TAGCCCACGTTGTAGCCGA EU276079 56 103 86

R: TGGTTGTCTTCCAGCTTCACA

3.10 Photometrische beziehungsweise fluorometrische Analysen
3.10.1 Nitrit-Nachweis mittels Griess-Reagenz

Ein wichtiger Abwehrmechanismus von Makrophagen ist die Erzeugung von reaktiven
Sauerstoffspezies durch die induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase. Die genaue Reaktion
wurde bereits in Kapitel 1.2.2 beschrieben. Ein dominantes Produkt dieser Reaktion ist Nitrit
(NO,) und kann mit der Griess-Reaktion leicht nachgewiesen werden. Das Griess Reagenz
von Sigma Aldrich enthalt N-2-Aminoethyl-1-naphthylamine Dihydrochlorid. Dieses Reagenz
farbt sich rot, wenn es mit NO, in Beriihrung kommt. Fiir die Bestimmung des Nitritgehaltes
in unseren Proben wurde eine Standardkurve aus Natriumnitrit erstellt. Verdiinnungsstufen
von 0 bis 100 yM wurden eingesetzt. Uberstdnde aus den Infektionsversuchen und der
IFNy/LPS-Stimulation wurden auf Nitrite Uberprift. Dazu wurde das Griess Reagenz nach
Herstelleranweisung in destilliertem Wasser geldst. Die Uberstdnde wurden aufgetaut,
gevortext und 50 pl fir je eine Reaktion verwendet. Jede Probe wurde doppelt bestimmt.
Nach dem auch der Standard auf eine 96 Well-Platte aufgetragen worden war, wurden je 50
ul Griess Reagenz pro Well zugefligt. Nach einer Inkubation von 15 min bei Raumtemperatur
wurde die Absorption mit dem Tecan Sunrise Absorptionsreader bei 540 nm gemessen und
mit der Magellan-Software ausgewertet. Fir die Proben von humanen und bovinen
Makrophagen wurde je eine gemittelte Standardkurve berechnet, da mehrere Platten
gemessen werden mussten. Die Negativkontrolle wurde abgezogen, um eine Erhéhung der
Nitritwerte zu erkennen. Die Ergebnisse wurden in NO, pro ml angegeben.
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3.10.2 Laktatdehydrogenase (LDH)-Assay

Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein I6sliches Enzym, das sich im Zytosol der Zelle befindet.
Bei einem Zellschaden oder der Zelllyse wird es in das umgebene Medium freigesetzt. Diese
Prozesse treten wahrend der Apoptose und der Nekrose auf. Die LDH-Aktivitat im Medium
kann als Indikator fur die Zellmembranintegritdt eingesetzt werden. Damit kann die
Zytotoxizitat der Chlamydien in Bezug auf die humanen und bovinen Makrophagen tberprift
werden. Fur die Bestimmung der LDH-Aktivitat wurde das LDH Cytotoxicity Assay Kit von
Biomol verwendet. Ein Zellstandard wurde nach dem Protokoll des Herstellers hergestellt.
Die Proben aus den Infektionsversuchen mit den humanen und bovinen Makrophagen
wurden aufgetaut, gevortext und je 100 ul in Dreifachbestimmung auf eine 96 Well-Platte
aufgetragen. Die verschiedenen Reaktionskomponenten wurden nach Herstellerangaben
hinzugefiigt. Die Platte wurde dann 30 min auf einem Schiittler inkubiert und die Absorptiion
wurde mit dem Tecan Sunrise Absorptionsreader bei 490 nm gemessen. Die Daten wurden
mit der Magellan-Software ausgewertet. Fir die Proben von humanen und bovinen
Makrophagen wurde je eine gemittelte Standardkurve berechnet, da mehrere Platten
gemessen werden mussten. Die totale LDH-Aktivitat in yU/ml wurde berechnet. Fir alle
Proben existieren lichtmikroskopische Aufnahmen. Als Positivkontrolle (100% der Zellen sind
Tot) wurde der Wert genommen, bei dem lichtmikroskopisch alle Zellen zerstért waren. Alle
weiteren Ergebnisse wurden dazu ins Verhaltnis gesetzt.

3.10.3 Bestimmung von freien Sauerstoffradikalen (ROS) und Superoxid (SOX)

Makrophagen kdénnen als Abwehrreaktion gegen Eindringlinge, wie Bakterien, den
Lrespiratory burst® auslésen (siehe 1.2.2). Zu den Produkten dieser Reaktion gehdren freie
Sauerstoffradikale (ROS), wie Wasserstoffperoxid (H,0,), Peroxynitrit (ONOQOY),
Hydroxylradikale (HO-), Stickstoffmonoxid (NO), Peroxyradikale (ROOe) und Superoxid
(O,¢7). Diese ROS kdnnen mit dem Total ROS/Superoxide detection kit for microplates von
Enzo bestimmt werden. ROS werden mit einem grin-fluoreszierenden Farbstoff und
Superoxid (SOX) mit einem orange-fluoreszierenden Farbstoff markiert. Daflr wurden
humane monozyten-gereifte Makrophagen in einer schwarzen Advanced TC 96 Well-Platte
mit klarem Boden und Deckel kultiviert. Nach 6-8 Tagen der Kultivierung wurden die
Makrophagen von je 6 unterschiedlichen Spendern mit C. pneumoniae, C. psittaci
beziehungsweise C. muridarum inokuliet (MOI1, 2, 5, Negativkontrolle MOIO,
Doppelbestimmung). Messungen fanden 4, 24 und 48 Stunden nach der Inokulation statt.
Fir alle Zeitpunkte wurden separate Zellen in Doppelbestimmung kultiviert und inokuliert. Die
Farbungen wurden nach den Herstellerangaben durchgefiihrt. Es wurden immer 2 extra
Negativkontrollen (ROS-Hemmer mit und ohne Infektion) und eine Positivkontrolle (ROS-
Ausloser) mitgefihrt. Die Fluoreszenzsignale wurden mit dem INFINITE 200 PRO-
Multifunktionsreader von Tecan ausgelesen. ROS wurden bei einer Extinktion von 488 nm
und einer Emission von 520 nm bestimmt. Fir die Messung von SOX wurden die
Einstellungen Extinktion 550 nm und Emission 610 nm vorgenommen. Die Daten wurden mit
der Magellan-Software ausgewertet. Der ,fluorescence mean“ der nicht-infizierten Zellen
wurde 1 gesetzt und das Verhaltnis der Werte der infizierten Zellen dazu wurde bestimmt.
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3.11 Durchflusszytometrie

Mit der Durchflusszytometrie kénnen Zellen vereinzelt auf Fluoreszenzsignale Uberpruft
werden. Fluoreszenzmarkierte spezifische Antikdrper binden mit den spezifischen Antigenen
auf der Zelle und flihren nach Stimulation mit einem Laser zu einem Signal. Somit kann man
zum Beispiel das Antigen-Expressionsprofil bestimmter Zellen bestimmen und sie daraufhin
charakterisieren. In der vorliegenden Arbeit wurden die unstimulierten humanen monozyten-
gereiften Makrophagen anhand ihres Antigen-Expressionsprofils charakterisiert. Daraufhin
wurde Uberprift, ob sich dieses Antigen-Expressionsprofil wahrend einer Stimulation mit
IFNy und/oder LPS verandert. Hierflir wurden die Proben mit 50 U IFNy, 10 ug/ml LPS,
einem Gemisch aus 50 U IFNy und 10 pg/ml LPS und einem Gemisch aus 50 U IFNy und
100 pg/ml LPS stimuliert und nach einer Stimulationszeit von 24 Stunden analysiert. Im
Zentrum der durchflusszytometrischen Untersuchungen stand die Erstellung des Antigen-
Expressionsprofils der humanen monozyten-gereiften Makrophagen, die mit C. pneumoniae,
C. psittaci beziehungsweise C. muridarum inokuliert worden waren. Die Inokulation erfolgte
wieder mit den Konzentrationen MOIO, 1, 2 und 5. Die duchflusszytometrische Analyse
erfolgte 4, 48 und 72 Stunden nach der Inokulation Folgende fluoreszenzmarkierte
Antikérper kamen zum Einsatz:

Tabelle 10 Liste der in der Durchflusszytometrie verwendeten Antikorper.
CD: Cluster of Differentiation, PE: Phycoerythrin, FITC: Fluorescein-Isothiocyanat

Antigen Farbstoff

CD1a PE
CD3 PE
CD44 PE
CD64 PE
CD163 PE
CD206 PE
MHCII PE
TLR-4 PE
CD11c FITC
CD14 FITC
CcD19 FITC
CD40 FITC
CD68 FITC
CD80 FITC
CD86 FITC
MHCI FITC

Zur Uberprifung der Spezifitat der positiven Signale wurden spezifische Isotypkontrollen
eingesetzt. Als Isotypkontrollen werden Antikdrper bezeichnet, die den gleichen Subtyp
aufweisen, wie der markierende Antikérper. Er wurde in der gleichen Spezies generiert,
bindet aber nicht das spezifische Antigen auf der Zielzelle. Folgende Isotypkontrollen wurden
eingesetzt: IgG1-FITC, IgG1-PE, IgG2a-FITC, IgG2a-PE. Um nur die lebenden Zellen in die
Auswertung miteinzubeziehen, wurde jede Probe zusatzlich mit einem Lebend/Tod-Farbstoff
gefarbt. Dazu wurde der Fixable Viability Dye von eBioscience eingesetzt. Die zu testenden
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Zellen wurden mit Accutase, 4°C kaltem PBS und einem Zellschaber vorsichtig von ihrem
Untergrund gel6st. Die Zellsuspension wurde in silikonisierte Glasrohrchen Uberfiihrt und
zwei Mal mit PBS gewaschen (10 min, 300xg). Die Zellen wurden dann in 1 ml PBS gel6st
und in 1 spezielles Réhrchen (BD) fur die Durchflusszytometrie Uberflihrt. 1 ul Fixable
Viability Dye wurde in einer 1:1-Verdinnung zugeflgt. Nach einer Inkubationszeit von 30 min
bei 4°C wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen (5 min, 300xg). Die Zellen wurden in 1
ml PBS aufgenommen. Davon wurden je 100 pl in hochstens 10 spezielle Rdéhrchen
Uberfiihrt. Als nachstes wurde je 1 markierter Antikérper in 1 Réhrchen pipettiert und 30 min,
bei Raumtemperatur, im Dunkeln inkubiert. Die Zellen wurden wieder mit PBS gewaschen
und dann mit je 1 ml 4%igem Paraformaldehyd fixiert. Nach einer Inkubationszeit von 30
min, bei Raumtemperatur, im Dunkeln wurden die Zellen ein letztes Mal mit PBS gewaschen.
Der Uberstand wurde abgeschiittet und die Réhrchen wurden fiir die duchflusszytometrische
Analyse mit 100yl PBS aufgefiillt. Vor der Messung wurde das Gerat FACSCanto mit
markierten Zellen fir jede Farbstoffkombination kompensiert. Die Auswertung erfolgte mit
der FACSDiva-Software. Die geomean-Werte der nicht-stimulierten Proben wurden 100%
gesetzt und die der stimulierten Makrophagen dazu in Bezug genommen. Fur die
Charakterisierung der unstimulierten humanen Makrophagen wurden Histogramme der
passenden Isotypkontrollen denen der markierten Antikorper gegentbergestellt.

3.12 Bestimmung der Infektiositat der Chlamydien nach Isolation aus monozyten-
gereiften Makrophagen

Humane und bovine monozyten-gereifte Makrophagen von je 3 Spendern wurden mit C.
pneumoniae, C. psittaci beziehungsweise C. muridarum in den Konzentrationen MOI1 | 2
und 5 inokuliert. Nach 48h der Inkubation bei 37°C und 5% CO, wurde das Medium
abgenommen und in ein steriles Eppendorf-Réhrchen lberfiihrt. Die Makrophagen wurden in
1 ml Medium mit einem Zellschaber von ihrem Untergrund geldst. Die Zellsuspension wurde
ebenfalls in ein steriles Eppendorf-Réhrchen Uberflihrt. Die Réhrchen wurden dann griindlich
gevortext und 10 sec in Intervallschaltung mit Ultraschall behandelt, um die Chlamydien aus
den Zellen zu isolieren. 100 bis 250 pl Zellsuspension und 50 bis 150 ul der
Uberstandsuspension wurden in Deckglasréhrchen gegeben, deren Deckglaser konfluent mit
BGM bewachsen waren. Die eingesetzte Menge richtete sich nach den Ergebnissen der
quantitativen Chlamydienbestimmung mittels real-time PCR aus den Versuchen mit
monozyten-gereiften Makrophagen. Fir schlechter wachsende Chlamydien wurde mehr
eingesetzt als fir die gut wachsenden. Die inokulierten Deckglasréhrchen wurden 1 Stunde
bei 37°C bei 3400xg zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand abgesaugt und 1 ml RPMI
1640 + 5% FKS wurde zugefligt. Die Réhrchen wurden fir 48 Stunden bei 37°C und 5% CO,
im Brutschrank inkubiert. Die Deckglasrohrchen wurden dann mit dem IMAGEN-Chlamydien-
Kit gefarbt und mit dem Fluoreszenzmikroskop Leitz DM RBE von Leica ausgewertet. Es
wurde eine semiquantitative Auswertung vorgenommen. Dazu wurde das gesamte Deckglas
systematisch betrachtet und eine prozentuale Einschatzung der Floureszenzsignale pro Zelle
vorgenommen.

3.13 Statistische Auswertungen

Fir die statistischen Analysen wurden die Softwareprogramme Microsoft Office Excel 2010,
SPSS 22.0 und ,R* verwendet. Mit dem Statistikprogramm ,R* wurden die Boxplotgrafiken
erstellt, alle anderen Grafiken mit Excel 2010. Es wurde eine Signifikanzgrenze von p < 0,05
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festgelegt. Das entspricht einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5%. Fur die Auswertung der
Ergebnisse aus der quantitativen realtime RT-PCR wurde die Statistikberatung des Instituts
fir Biometrie und Informationsverarbeitung des Fachbereichs Veterindrmedizin der Freien
Universitat Berlin in Anspruch genommen.

Die Verteilung der jeweiligen Daten wurde fir einen ersten Eindruck mit einem Quantil-
Quantil-Plot Gberprift, in den die Residuen und die beobachteten Werte aufgetragen wurden.
Ergab sich dabei eine Gerade, waren die Daten normalverteilt. Die Verteilung der Daten
wurde zusatzlich mit dem Shapiro-Wilk-Test Uberprift. Die Nullhypothese besagt bei diesem
Test, dass eine Normalverteilung vorliegt. Die Alternativhypothese besagt, dass keine
Normalverteilung vorliegt. Das bedeutet: kann bei diesem Test eine Signifikanz (p < 0,05)
festgestellt werden, so liegt keine Normalverteilung vor.

Normalverteilte ungepaarte Daten wurden mit einer Univariaten Varianzanalyse (ANOVA)
auf signifikante Unterschiede Uberpruft. Der Vorteil dieses Verfahrens ist, dass viele Werte
auf einmal betrachten werden konnen und Korrelationen zwischen den Einflussfaktoren
aufgezeigt werden. Wenn im Test fur Zwischensubjekteffekte bereits Signifikanzen zu
erkennen waren, wurde eine Post Hoc - Analyse in Verbindung mit Tukey’'s HSD test
angeschlossen, um zu Uberprifen zwischen welchen Gruppen der Einflussfaktoren die
Signifikanzen auftraten. Fir den Einflussfaktor Stamm zum Beispiel wurden immer 3
Gruppen miteinander verglichen: C. pneumoniae, C. psittaci, C. muridarum. Der Tukey-Test
ist ein eher konservativer Test.

Einfache Analysen, wie der Unterschied zur Negativkontrolle wurden bei Normalverteilung
mit dem Einstichproben t-Test untersucht. Es wurde immer ein 2 seitiger Test verwendet.
Normalverteilte gepaarte Daten wurden ebenfalls mit dem T-Test auf signifikante
Unterschiede Uberprift.

Nicht-Normalverteilte ungepaarte Daten wurden mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-Test auch
U-Test genannt auf signifikante Unterschiede Uberprift. Gepaarte Daten wurden erst mit
dem Friedmann-Test auf Gruppensignifikanzen untersucht. Traten hier signifikante
Unterschiede auf wurde ein paarweiser U-Test angeschlossen, um zu Uberprifen zwischen
welchen Gruppen der Einflussfaktoren diese Signifikanzen auftraten. Um die Alphafehler-
Kumulierung bei multiplen Paarvergleichen zu neutralisieren, wurde eine Bonferroni-
Korrektur durchgefihrt.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Daten, die fir den Vergleich zwischen den Zeitpunkten
eingesetzt wurden als gepaarte Daten angesehen. Fir die Berechnung des Unterschieds zur
Negativkontrolle wurden ebenfalls gepaarte Daten angenommen. Die Daten flr die
Vergleiche zwischen den bovinen und humanen Zellen, den Konzentrationen (MOI) und den
Chlamydienspezies wurden als ungepaarte Daten eingestuft.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Replikation und Uberleben von C. pneumoniae, C. psittaci bzw. C. muridarum in
humanen und bovinen monozyten-gereiften Makrophagen

Zunachst sollte Uberpriift werden, ob die 3 Chlamydienspezies die Fahigkeit besitzen sich in
humanen beziehungsweise bovinen Makrophagen zu replizieren. Dazu wurden die
einschlussbildenden Einheiten pro Zelle beziehungsweise 2 ml Uberstand mittels
quantitativer realtime PCR bestimmt. Der Chlamydiengehalt im Uberstand gibt Auskunft
daruber, ob die Chlamydien in der Lage waren ihren Entwicklungszyklus vollstdndig zu
durchlaufen und neu gebildete Elementarkérperchen aus der Zelle zu entlassen. Mittels
Immunfloureszenz konnte eine prozentuale Einschatzung des Infektionsgrades der
Makrophagen mit Chlamydien durchgefuhrt werden. Des Weiteren war eine Beschreibung
der Morphologie und Lage der chlamydialen Einschlisse maoglich. Mithilfe der
Transmissionselektronenmikroskopie wurden tiefere Einblicke in die Chlamydienstruktur und
die Bestimmung des vorliegenden Entwicklungsstadiums mdglich. Auch die Lage der
chlamydialen Einschlisse innerhalb der Makrophagen und der zelleigenen Organellen
konnte genauer bestimmt werden. Um die Infektiositdt der Chlamydien nach der Re-
Isolierung aus den Makrophagen zu evaluieren, wurden die Isolate auf BGM gegeben und
die Replikation der Chlamydien mittels Immunfluoreszenz tGberprift (Abbildung 8).

I |

Blut-

spender 8d 4 hpi 24 hpi 48 hpi
Humane bzw. bovine monozyten-gereifte Makrophagen n=6
Isolation C. pneumoniae DNA, IFT DNA, IFT DNA, IFT
und C. psittaci TEM TEM
Kultivierung C. muridarum Re-Infektion
MOI 1/2/5

Negativkontrolle

Abbildung 8 Schematische Darstellung des Versuchsverlaufes zum Thema Wachstum
und Uberleben der Chlamydien in humanen und bovinen Makrophagen

d: Tage nach der Isolation; hpi: Stunden nach der Inokulation; MOI: multiplicity of infection;
IFT: Immunfluoreszenztest; TEM: Transmissionselektronenmikroskopie

41.1 Quantitative Bestimmung der Chlamydien mittels realtime PCR

Die Ergebnisse der realtime PCR wurden unter 4 Gesichtspunkten ausgewertet: 1. Die
Replikation der Chlamydien in einem Zeitraum von 48 Stunden, 2. Vergleich der gebildeten
ifu/cell von C. pneumoniae, C. psittaci und C. muridarum, 3. Vergleich der chlamydialen
ifu/cell in humanen und in bovinen MDM, 4. Vergleich der Replikation von Chlamydien in
MDM mit der Replikation in nicht-immunkompetenten BGM.
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1. In humanen und bovinen monozyten-gereiften Makrophagen (MDM), die mit C.
pneumoniae inokuliert worden waren, konnte kein signifikanter Anstieg der
einschlussbildenden Einheiten pro Zelle (inclusion forming units: ifu/cell) innerhalb von 48 h
nach der Inokulation (hpi) beobachtet werden. Vielmehr stellte sich bei den humanen MDM
eine Tendenz zur Verringerung der ifu/cell von 4 zu 24 zu 48 hpi dar. Es gab keinen Hinweis
darauf, dass sich C. pneumoniae in humanen beziehungsweise bovinen MDM replizieren
konnte (Abbildung 9).

Im C. psittaci-Infektionsversuch konnte ein signifikanter Anstieg der ifu/cell fiur alle MOI
zwischen 4 und 48 Stunden in humanen sowie in bovinen MDM gefunden werden (p<0,05)
(Abbildung 9A). Im Uberstand der humanen beziehungsweise bovinen MDM, die mit C.
psittaci inokuliert worden waren, wurde 48 Stunden nach der Inokulation ein signifikanter
Anstieg der ifu/2 ml beobachtet (Abbildung 9B). Dies deutet darauf hin, dass C. psittaci dazu
in der Lage war sich in den Makrophagen zu replizieren und Elementarkdrperchen in den
Uberstand abzugeben.

Untersuchungen humaner MDM, die mit C. muridarum inokuliert worden waren, fihrten zu
heterogeneren Daten. Daher, wurden die 8 Proben in 2 Gruppen aufgeteilt. Die C.
muridarum low-Gruppe (n=4), mit weniger ifu/cell und keinem signifikanten Anstieg der
ifu/cell von 4 zu 24 zu 48 hpi. Und die C. muridarum high-Gruppe (n=4), mit hdheren ifu/cell
und einem signifikanten Anstieg der ifu/cell von 4 zu 24 und 48 hpi (p<0,1). Zwischen 24 und
48 hpi konnte kein signifikanter Anstieg der ifu/cell berechnet werden. In bovinen MDM, die
mit C. muridarum inokuliert worden waren, konnte kein signifikanter Anstieg der ifu/cell
verzeichnet werden (Abbildung 9).

2. Die Inokulation von humanen MDM mit C. pneumoniae- und C. muridarum flhrte zu
signifikant héheren ifu/cell nach 4 hpi, als die Inokulation mit C. psittaci. Im Gegensatz dazu
wurden 24/48 hpi signifikant mehr ifu/cell in humanen MDM gefunden, die mit C. psittaci
inokuliert worden waren, als in Zellen, die mit C. pneumoniae bzw. C. muridarum low
inokuliert wurden. Es wurden signifikant weniger ifu/cell in humanen MDM, die mit C.
pneumoniae inokuliert worden waren gemessen, als in Zellen, die mit C. muridarum
inokuliert waren (aulder C. muridarum low, 4 hpi).

In bovinen MDM wurden signifikant weniger ifu/cell von C. pneumoniae als von C. psittaci
und C. muridarum gefunden. C. psittaci bildete in bovinen MDM signifikant mehr ifu/cell (48
hpi, p<0.05) als C. muridarum (Abbildung 10).

3. Der Gehalt der ifu/cell von C. pneumoniae in humanen und bovinen MDM schien auf den
ersten Blick vergleichbar, war aber in bovinen MDM 24 und 48 hpi signifikant héher (p<0.05).
C. psittaci konnte in bovinen MDM ungefahr 10 mal mehr ifu/cell ausbilden, als in humanen
MDM (p<0.05) (Abbildung 9). C. muridarum low zeigte in humanen MDM signifikant weniger
ifu/cell als in bovinen MDM. C. muridarum high bildete vergleichbare Mengen an ifu/cell in
humanen und bovinen MDM. Dennoch waren die ifu/cell in bovinen MDM 4 und 24 hpi
signifikant hdher als in humanen MDM (Abbildung 11).
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Abbildung 9 Replikationsdynamiken von C. pneumoniae, C. psittaci bzw. C. muridarum in
humanen und bovinen MDM

Einschlussbildende Einheiten pro Zelle (ifu/cell) von C. psittaci waren 24 und 48 Stunden nach
der Inokulation (hpi) signifikant (p<0.05) erhoht (rote Pfeile, A). Ifu/cell von C. muridarum high
waren 24 hpi signifikant erhoht. (roter Pfeil, A). C. pneumoniae und C. muridarum (low, bovine
MDM) zeigten kein signifikantes Wachstum in monozyten-gereiften Makrophagen. In den
Uberstanden zeigte nur C. psittaci einen signifikanten Anstieg der ifu/2 ml (rote Pfeile, B). Die
multiplicities of infection (MOl 1, 2, §) wurden zu einem Wert zusammengefasst, nachdem
statistische Analysen bestatigten, dass keine Korrelation zwischen Konzentration, Spezies, dem
Zelltyp und die Zeitpunkte bestand (ANOVA). Schwarze Linien: humane MDM, primére y-
Achse; Graue Linien: bovine MDM, sekundare y-Achse; n=4-6

e DONEUMONioe =B C psittaci sssh++* C. muridarum low == C muridarum high
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Abbildung 10 Einschlussbildende Einheiten pro Zelle (ifu/cell) von C. pneumoniae, C.
psittaci und C. muridarum in humanen bzw. bovinen monozyten-gereiften Makrophagen

(MDM)

Die Daten wurden mit quantitativer realtime PCR erstellt. Die Boxplots stellen die Daten mithilfe
einer logarithmierten y-Achse dar. In jedem Infektionsversuch wurden 4-6 Spender involviert. A:

p<0,1; B: p<0,05; AB: p<0,1 and p<0,05, °: einzelne Ausreiller, hpi: hours post inoculation
O: 4 hpi, O: 24 hpi, B: 48 hpi
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Abbildung 11 Vergleich der einschlussbildenden Einheiten pro Zelle (ifu/cell) von C.

pneumoniae, C. psittaci bzw. C. muridarum in humanen und bovinen monozyten-gereiften
Makrophagen (MDM)

Die Daten wurden mit quantitativer realtime PCR erstellt. Die Boxplots stellen die Daten mithilfe
einer logarithmierten y-Achse dar. In jedem Infektionsversuch wurden 4-6 Spender involviert. A:

p<0,1; B: p<0,05; AB: p<0,1 and p<0,05, °: einzelne Ausreilder, hpi: hours post inoculation
O: 4 hpi,O: 24 hpi, O: 48 hpi
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4. Die einschlussbildenden Einheiten pro Zelle in chlamydieninokulierten BGM waren zu
allen Zeitpunkten (4, 24, 48 hpi) und in allen Konzentrationen (MOI1, 2, 5) signifikant héher
als in chlamydieninokulierten humanen MDM (p<0.01).

C. pneumoniae zeigte in bovinen MDM zu allen Zeitpunkten (4, 24, 48 hpi) und in allen MOI
(1, 2, 5) signifikant weniger ifu/cell als in BGM. C. psittaci und C. muridarum erreichten 4 hpi
vergleichbare Mengen an ifu/cell in bovinen MDM und in BGM. Nach 24 und 48 Stunden
hatte C. muridarum signifikant mehr ifu/cell in BGM gebildet, als in bovinen MDM. C. psittaci
erreichte nach 24 Stunden ebenfalls signifikant héhere ifu/cell in BGM, als in bovinen MDM.
Wegen der Verringerung der ifu/cell in BGM nach 48 Stunden, die mit einer Erhdhung der
ifu/2 ml in den Uberstdnden einherging, gab es zu diesem Zeitpunkt keinen signifikanten
Unterschied zwischen den ifu/cell in BGM und in bovinen MDM (Abbildung 12).
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Abbildung 12 Vergleich des Wachstums von C. pneumoniae, C. psittaci und C. muridarum
in BGM mit ihrem Wachstum in humanen bzw. bovinen MDM

Die getesteten Chlamydien vermehrten sich am Besten in nicht-immunkompetenten BGM, gefolgt
von bovinen MDM und humanen MDM. C. pneumoniae vermehrte sich im untersuchten Zeitraum
nur in den BGM. Die Y-Achse der Boxplots wurde logarithmiert. Die Zeitpunkte 4, 24 und 48 hpi
sind als 3 nebeneinanderliegende Balken dargestellt. schwarz: BGM; blau: humane MDM,
hellblau: C. muridarum low; rot: bovine MDM; n=4-6

4.1.2 Beschreibung und semi-quantitative Bestimmung der Chlamydien mittels
Immunfluoreszenzfarbung

C. pneumoniae-Immunfluoreszenzsignale konnten innerhalb von 48 Stunden weder in
humanen noch in bovinen MDM gefunden werden (Abbildung 13).

In humanen MDM, die mit C. psittaci inokuliert worden waren, wurden die ersten
Fluoreszenzsignale nach 24 Stunden gesichtet (MOI5). Nach 48 Stunden waren in bis zu 50
Prozent der humanen Zellen deutliche Fluoreszenzsignale zu sehen. In bovinen MDM, die
mit C. psittaci inokuliert worden waren, wurden die ersten Fluoreszenzsignale nach 4
Stunden gesichtet (MOI1<MOI2<MOI5). Nach 48 Stunden waren in bis zu 90 Prozent der
bovinen Zellen chlamydiale Einschlisse zu finden (MOI11<MOI2<MOI5) (Abbildung 13).

Nach 24 Stunden waren nur sporadisch (in 0-15% der Zellen) ein paar undeutliche
Immunfluoreszenzsignale von C. muridarum in humanen MDM zu finden. Nach 48 Stunden
wurden wenig mehr positive Chlamydiensignale sichtbar (in 5-15% der Zellen, MOI5). In
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bovinen MDM konnten nach 48 Stunden in bis zu 50 Prozent der Zellen Signale von C.
muridarum gefunden werden (MOI1<MOI2<MOI5) (Abbildung 13).
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Abbildung 13 Semi-quantitative Analyse von humanen und bovinen monozyten-
gereiften Makrophagen (MDM), die mit C. pneumoniae, C. psittaci bzw. C.
muridarum inokuliert wurden

Die inokulierten humanen und bovinen MDM wurden nach 4, 24 und 48 h mit FITC-
konjugierten chlamydialen Antikérpern gefarbt und unter dem Fluoreszenzmikroskop
untersucht. C. pneumoniae zeigte keine eindeutigen Fluoreszenzsignale innerhalb von
48 Stunden. C. psittaci konnte fruher und deutlicher angefarbt werden, als C.
muridarum. A: humane MDM; B: bovine MDM; MOI: multiplicity of infection; %:
Chlamydien-positive Zellen;
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100 pm B 100 pm c

100 pm H

Abbildung 14 Nachweis von C. psittaci bzw. C. muridarum in humanen und
bovinen MDM mittels Immunfluoreszenzmikroskopie

Humane MDM: A: C. psittaci, 48 hpi, MOI5; B: C. psittaci, 48 hpi, MOI5; C: C. psittaci,
48 hpi, MOI5; D: C. muridarum, 24 hpi, MOI5; E: C. muridarum, 48 hpi, MOI2; F: C.
muridarum, 48 hpi, MOI2; Bovine MDM: G: C. psittaci, 24 hpi, MOI5; H: C. psittaci, 48
hpi, MOI5; I: C. psittaci, 48 hpi, MOI5; J: C. muridarum, 48 hpi, MOI5; K: C.
muridarum, 48 hpi, MOI5; Gezeigt werden reprasentative Aufnahmen aus n=6
Versuchsreihen.

rot: Zytoplasma, blau: Zellkern, griin: C. psittaci/muridarum
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Die Einschlisse von C. psittaci erschienen in humanen MDM als kleine, gut umschriebene
Punkte, die sich in der Nahe des Zellkernes anordneten (Abbildung 14A,B,C). Im Gegensatz
dazu schienen sie in bovinen MDM das gesamte Zytoplasma auszuflillen. Die Einschlisse in
bovinen MDM waren grof3, rund und enthielten mehrere kleinere, griine Fluoreszenzsignale.
Viele der Zellen waren zerstort und die Zellkerne waren fragmentiert (Abbildung 14G,H,1).

Einschlisse von C. muridarum erschienen in humanen MDM als kleine Gebilde mit variabler
Struktur, die sich an den Zellkern schmiegten (Abbildung 14D,E,F). In bovinen MDM fillten
die chlamydialen Einschllisse entweder die ganze Zelle aus (Abbildung 14J) oder es bildeten
sich in der Nahe des Zellkerns mit Chlamydien gefiillte Vakuolen (Abbildung 14K).
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4.1.3 Uberpriifung des Entwicklungsstadiums der Chlamydien mittels
Transmissionselektronenmikroskopie

Die humanen MDM zeigten in der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) eine
makrophagentypische  Gestalt. Sie enthielten zahlreiche  Organellen, Vesikel,
Phagolysosomen und besaRen einen Durchmesser von bis zu 32 ym (Abbildung 15E).
Kleinere Makrophagen mit einem Durchmesser von ca. 17,5 um (Abbildung 15A) traten
ebenfalls auf. lhre Zellform stellte sich teils rund und teils I&nglich dar. Auf ihrer Oberflache
waren zahlreiche Pseudopodien zu sehen (Abbildung 15A). Die bovinen MDM zeigten in der
TEM ebenfalls eine makrophagentypische Gestalt und hatten einen Durchmesser von bis zu
40 um (Abbildung 16B). Sie waren hochgradig vakuolisiert. Nur wenige Organellen und
Zytoplasma waren sichtbar. lhre Form war polygonal, es traten sowohl runde als auch
spindelférmige Zellen auf, die viele Mikropodien besalien (Abbildung 15B). Der Zellkern der
humanen und bovinen MDM lag exzentrisch und zeigte eine runde bzw. ovale Form. Bis zu 2
Nucleoli waren deutlich zu erkennen. Mitochondrien und Golgi-Apparat waren vor allem im
Zentrum lokalisert (Abbildung 15 und 16).

C. pneumoniae konnte weder in den humanen noch in den bovinen Makrophagen mittels
Transmissionselektronenmikroskop (TEM) gefunden werden. Makrophagen aus den nicht
infizierten Negativkontrollen hatten eine vergleichbare Morphologie.

C. psittaci konnte 24 hpi in fast jeder humanen Makrophagenzelle dargestellt werden. Sie
enthielten multiple kleine Einschllisse, die zum Teil ineinander Ubergingen. In den
Einschlissen waren vor allem Retikularkérperchen zu finden (Abbildung 15C). 48 Stunden
nach der Inokulation waren die meisten Zellen zerfallen. Die multiplen Einschliisse in den
Zellen enthielten vor allem Elementarkérperchen und waren etwas groRer als 24 hpi. Des
Weiteren waren in den Einschlissen auch Retikularkérperchen und Intermediarkérperchen
zu finden. Die Einschlisse waren von Mitochondrien umgeben. In den Trimmern der
zerfallenen Zellen waren regelmalfig Chlamydien in verschiedenen Stadien zu finden
(Abbildung 15E). Bei den bovinen Makrophagen fiel auf, dass sie 24 hpi wahrend der
Infektion mit C. psittaci etwas weniger vakuolisiert wirkten. Sie enthielten ebenfalls multiple
Einschlisse, die oft in der Peripherie lagen. Die Einschlisse waren dicht geftllt und
enthielten Uberwiegend Retikularkdrperchen, aber auch schon einige Elementarkérperchen
(Abbildung 15D). 48 Stunden nach der Inokulation von bovinen MDM mit C. psittaci waren
die meisten Zellen zerfallen. In den Resten der zerfallenen Zellen waren wie bei den
humanen Makrophagen alle 3 Entwicklungsstadien der Chlamydien zu finden (Abbildung
15F).

Die Retikularkérperchen von C. psittaci wurden auch im Zytoplasma der humanen und
bovinen MDM entdeckt. Dort lagen sie vereinzelt vor und umgaben sich mit wichtigen
Zellorganellen, wie Mitochondrien und Golgi-Bestandteilen. An der Stelle des mdglichen
Chlamydienaustritts schien die Einschlussmembran weniger abgegrenzt zu sein (Abbildung
16A,B).
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" Abbildung 15 Nachweis von
C. psittaci bzw. C. muridarum
in humanen und bovinen MDM
mittels Transmissions-
Elektronenmikroskopie
Humane und bovine MDM
unterschieden sich darin, dass bovine
: MDM  deutlich ~ mehr  Vakuolen
# "30um enthielten, die sie aber wahrend einer
‘ Infektion ~ zu  verlieren  schienen.
. C. psittaci und C. muridarum zeigten
zu den verschiedenen Zeitpunkten
unterschiedliche  Entwicklungsstadien.
C. psittaci schien die Zellen nach
48 Stunden zu  zerstbéren und
Elementarkérperchen in die Umgebung
zu entlassen. Fur C. muridarum konnte
dies nicht beobachtet werden.
A: humane Makrophage, uninfiziert;
* B: bovine Makrophage, uninfiziert;
- C: humane Makrophage, C. psittaci,
» 24 hpi; D: bovine Makrophage,
C. psittaci, 24 hpi; E: humane
' Makrophage, C. psittaci, 48 hpi, rechtes
. Inlay: Messbalken = 1,7 um, linkes
uma Inlay: Messbalken = 1,15 ym; F: bovine
-~ Makrophage, C. psittaci, 48 hpi;
~ G: humane Makrophage, C. muridarum,
24 hpi; H: bovine Makrophage,
C. muridarum, 24 hpi; I: humane
Makrophage, C. muridarum, 48 hpi;
J: bovine Makrophage, C. muridarum,
48 hpi; Gezeigt werden reprasentative
Aufnahmen aus n=3 Versuchsreihen.
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Von C. muridarum konnten ebenfalls in mehreren humanen Makrophagen Einschlisse
entdeckt werden. Im Gegensatz zu C. psittaci war meist nur ein Einschluss von
C. muridarum pro Zelle zu finden, der deutlich gréRer war. Die Einschlisse enthielten 24 hpi
vor allem Elementarkérperchen und weniger Retikularkérperchen. Sie schienen beinahe die
ganze Zelle auszufullen. Die Entwicklungsstadien von C. muridarum lagen in den
Einschlissen nicht so dicht wie die von C. psittaci. Die Einschliisse waren von Mitochondrien
umgeben (Abbildung 15G). 48 Stunden nach der Inokulation mit C. muridarum waren die
Einschlisse in den humanen Makrophagen etwas kleiner als 24 hpi. Nun waren auch
mehrere Einschliisse pro Zelle zu finden, die eine Mischung aus den 3 Entwicklungsstadien
der Chlamydien enthielten. In den Einschlissen befanden sich auler den Chlamydien viele
Vesikel und anderes zellulares Material. Teilweise waren auch fast leere Einschlisse zu
finden (Abbildung 15l). Intermediar- beziehungsweise Elementarkérperchen von
C. muridarum wurde in humanen Makrophagen auch aullerhalb des chlamydialen
Einschlusses gefunden (Abbildung 16C). Neben den ublichen Entwicklungsformen der
Chlamydien zeigte C. muridarum (48 hpi) in den humanen MDM auch aberrante
Retikularkérperchen. Diese aberranten Korperchen waren 2,2-fach gréRer als normale
Retikularkérperchen und zeigten ein pleomorphes Erscheinungsbild. Sie waren weitgehend
elektronendicht und stellten sich daher im elektronenmikroskopischen Bild homogen graulich
dar (Abbildung 16D). Im Zytoplasma von humanen Makrophagen, die mit C. muridarum
infiziert waren, befanden sich mehrere Vesikel, die mit Membranansammlungen und
elektronenendichtem Material geflllt waren, die typisch flir Autophagosomen sind. Sie traten
mit Lysosomen in Kontakt, was zu einer Ausbildung von Autophagolysosomen fiihren kann
(Abbildung 16E).

Auch in den bovinen Makrophagen, die mit C. muridarum infiziert worden waren, waren
24 hpi groRe Einschlisse zu finden, die vor allem Elementarkérperchen enthielten
(Abbildung 15H). 48 Stunden nach der Inokulation mit C. muridarum schienen im Vergleich
zur Negativkontrolle weniger Vakuolen in den Makrophagen vorhanden zu sein. Vereinzelt
auftretende Einschliisse enthielten meist Elementarkérperchen und viel zellulares Material
(Abbildung 15J).
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Abbildung 16 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von C. psittaci bzw.
C. muridarum in humanen und bovinen Makrophagen

A: Im Zytosol von humanen Makrophagen wurden Retikularkérperchen von C. psittaci (rote
Kreise) gefunden. B: In bovinen Makrophagen fanden sich ebenfalls Retikularkdrperchen
von C. psittaci (rote Kreise) im Zytosol, wo sie sich mit Mitochondrien (weil3e Pfeile) und
Golgi-Membranen  (grauer  Pfeil) umgaben. Roter Pfeilkopf:  Autophagosom
C: Elementarkérperchen von C. muridarum (rote Kreise) gelangten Uber eine in ihrem
Zusammenhalt gestorte Einschlussmembran (schwarze Pfeilspitzen) in das Zytosol von
humanen Makrophagen. D: Von C. muridarum waren 48 hpi in humanen MDM aberrante
Retikularkorperchen zu finden. E: In humanen Makrophagen, die mit C. muridarum infiziert
waren, fielen Vakuolen mit Membranansammlungen auf, die typisch flr Autophagosomen
sind. Weille Pfeilspitze: Lysosom; Gezeigt werden reprasentative Aufnahmen aus n=3
Versuchsreihen.

4.1.4 Infektiositiat der Chlamydien nach Isolierung aus monozyten-gereiften
Makrophagen

Nach der Isolation aus den humanen und bovinen monozyten-gereiften Makrophagen (MDM)
und den dazugehérigen Uberstéanden waren alle 3 Chlamydienspezies noch in der Lage sich
in den BGM zu vermehren (Abbildung 17). C. psittaci und C. muridarum aus humanen MDM
und deren Uberstanden =zerstérten den BGM-Zellrasen und entwickelten deutliche
Immunfluoreszenz-Signale. Nachdem diese beiden Stamme aus bovinen MDM und deren
Uberstanden isoliert wurden, blieb der BGM-Monolayer dagegen intakt. C. pneumoniae
replizierte sich nach Isolation aus humanen und bovinen MDM und deren Uberstanden nicht

69



ERGEBNISSE

so gut in den BGM, wie die oben genannten Spezies. Der BGM-Zellrasen blieb jeweils intakt.
C. psittaci und C. muridarum, die aus humanen MDM und deren Uberstanden isoliert worden
waren, flllten nahezu die gesamte BGM-Zelle aus (Abbildung 18A,B). C. pneumoniae zeigte
nach Isolation aus humanen MDM und deren Uberstéanden sehr kleine und weit verteilte
Immunfluoreszenzsignale. C. psittaci und C. pneumoniae bildeten EinschlUsse, die sich um
den BGM-Zellkern anordneten, wenn sie aus bovinen MDM und deren Uberstinden isoliert
worden waren (Abbildung 18C,E). Die Einschlisse von C. muridarum (aus bovinen MDM
und Ubersténden) hingegen verteilten sich diffus in der BGM-Zelle (Abbildung 18D).

Humane Makrophagen Bovine Makrophagen

MDM Uberstand MDM Uberstand
MOM MOI2 MOI5 MO MOI2 MOI5 MO MOI2 MOI5 Mo MO MOI5
Cproumenize - - Ce . BN 0 o -

C. pneumoniae + ++ 4+ ++ ++ e+t - i ++.H, - (+) + + 0%
C. pneumoniae + + ++ -(+) -(+) ++ + -(+) -(+) & (+) 0-5%
5-15%

C. psittaci _ +H+ +++ ++++ +H+ - ++ 15-30%
C. psittaci S s R o+ b L aad 30-50%
C. psittaci +++ + +t+ +Htt ++ 4+ 50-70%

70-90%

C. muridarum ottt et B & SIS S S A Y T+ Eaananal 90-100%
C. muridarum B s R e e 4+
C. muridarum B S E s R R A S s S ++

Abbildung 17 Uberlebensfihigkeit von C. pneumoniae, C. ps:ttacr bzw. C. muridarum
in humanen und bovinen MDM

MDM und Uberstdnde aus den chlamydialen Infektionsversuchen wurden nach 48 h
gesammelt, aufbereitet und auf BGM-Zellen gegeben. Die inokulierten BGM-Zellen wurden
nach 48 h mit FITC-konjugierten Anti-Chlamydia Antikorpern gefarbt und unter dem
Fluoreszenzmikroskop untersucht.

Abbildung 18 Nachweis von C. psittaci, C. muridarum bzw. C. pneumoniae in BGM,
nachdem sie aus humanen und bovinen MDM isoliert wurden. Immunfluoreszenz

Alle Chlamydienspezies lieRen sich nach der Isolation aus humanen und bovinen MDM und
deren Uberstanden gut in BGM anziichten. A: C. psittaci aus humanen MDM;
B: C. muridarum aus humanen MDM; C: C. psittaci aus bovinen MDM; D: C. muridarum aus
bovinen MDM; E: C. pneumoniae aus bovinen MDM; Gezeigt werden reprasentative
Aufnahmen aus n=3 Versuchsreihen.

4.2 Wirtszellantwort auf eine Stimulation mit C. pneumoniae, C. psittaci bzw.
C. muridarum

Im Folgenden Versuchsabschnitt wurde Gberprift inwieweit die humanen und bovinen MDM
auf die Stimulation mit Chlamydien reagieren. Dazu wurde eine Langzeituntersuchung
durchgefiihrt, die lichtmikroskopisch begleitet wurde. Makrophagen, zu denen
C. pneumoniae, C. psittaci beziehungsweise C. muridarum in einer Konzentration von MOI5
gegeben wurden, wurden nach dem anfanglichen Intervall von 4, 24, 48 hpi taglich an
derselben Stelle fotodokumentiert, um den Zeitpunkt festzustellen an dem die Makrophagen
zu Grunde gehen. Beobachtungen wie Veranderung der Zellmorphologie und Entstehung
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von chlamydialen Einschlissen konnten ebenfalls gemacht werden. In den ersten 48
Stunden wurde die Uberlebensféahigkeit der Makrophagen zudem mit einem LDH-Assay
bestimmt. Laktat-Dehydrogenase (LDH) wird von Zellen freigesetzt, die beschadigt sind oder
durch apoptotische beziehungsweise nekrotische Prozesse absterben. Um die Reaktion der
Makrophagen auf die Chlamydien detaillierter zu untersuchen, wurde die mMRNA-Expression
wichtiger Zytokine und Enzyme der Immunantwort des Gesamtorganismus bestimmt. Zu den
makrophagentypischen Abwehrmechanismen gehért die Freisetzung von Nitrit (NO,) und
die respiratorische Entladung, bei der freie Radikale entstehen, die Fremdorganismen, wie
Bakterien abtdten konnen. Dazu wurden die Uberstédnde aus den Infektionsversuchen auf
Nitrit (NO, ), reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und Superoxid (SOX) untersucht.
Makrophagen reagieren auf dufRere Einfllisse mit der Anpassung ihrer Oberflachenmolekdle.
Es handelt sich hauptsachlich um Rezeptoren, die die Makrophagen fiir bestimmte
Reaktionen zuganglicher oder wieder empfanglich machen. In dieser Arbeit wurden gezielt
Oberflachenproteine mittels Durchflusszytometrie untersucht, um Aussagen uber den
Aktivierungsgrad der humanen Makrophagen zu treffen (Abbildung 19).

1 ==l

Blut-
spender 8d 4 hpi 24 hpi 48 hpi 72 hpi 86 dpi

Humane bzw. bovine monozyten-gereifte Makrophagen n=6

Isolation C. pneumoniae LM, LDH, LM, LDH, LM,LDH, LM LM
und C. psittaci RNA, NO,", RNA, NO,, RNA, NO,,
Kultivierung C. muridarum ROS/SOX, ROS/SOX, ROS/SOX,

MOI 1/2/5 FACS® * * FACS* * FACS”
Negativkontrolle

Abbildung 19 Schematische Darstellung des Versuchsverlaufes zum Thema
Wirtszellantwort auf die Stimulation mit Chlamydien

d: Tage nach der Isolation; hpi: Stunden nach der Inokulation; MOI: multiplicity of infection;
dpi: Tage nach der Inokulation; LM: Lichtmikroskopie; LDH: Laktat-Dehydrogenase-Assay;
NO, : Nitrit; ROS: freie Sauerstoffspezies; SOX: Superoxid; FACS: Durchflusszytometrie; *:
nur humane MDM

4.2.1 Uberlebensfihigkeit monozyten-gereifter Makrophagen (MDM)
4.211. Lichtmikroskopische Untersuchungen

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden die humanen und bovinen Makrophagen
mikroskopisch beobachtet und charakterisiert. Dabei ging es um die allgemeine
Lebensdauer der Makrophagen ohne und mit Chlamydien und um eventuelle Unterschiede
zwischen den 3 Chlamydienspezies.

Humane MDM lebten 28 bis 40 Tage ohne offensichtliche morphologische Veranderungen
zu zeigen (Abbildung 20A,B). Nach dieser Zeit fingen die Zellen an sich abzuflachen und
Fortsatze auszubilden. Mehr und mehr Licken im Zellrasen wurden sichtbar. Einige der
Zellen bekamen eine kugelige und einige eine langliche Form.
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Im Infektionsversuch mit C. pneumoniae (MOI5) haben sich die humanen Makrophagen
nach 48 h morphologisch nicht verandert. Nach 8 bis 9 Tagen fielen die ersten
Veranderungen, wie Abflachung der Zellen oder vereinzelte Trimmer zwischen den Zellen,
auf. Nach 13 Tagen kam es zu einem ersten leichten Rickgang der Konfluenz. Des
Weiteren traten vermehrt langliche Zellen auf und es kam zu einer Ausbildung von
fortsatzahnlichen Gebilden (Abbildung 20D). Zwischen dem 23. und 28. Tag traten vereinzelt
kreisformige, schwarz pigmentierte Objekte auf, in denen hohe Motilitdt herrschte. Diese
werden von Experten des nationalen Referenzlabors fir Chlamydien als
Chlamydieneinschlisse bezeichnet (Abbildung 21A,B, weilRe Pfeile). Im Laufe der
Beobachtungszeit fiel immer wieder eine ,Blaschenbildung® im Randgebiet der Zellen auf,
dessen Auftreten mit fortschreiten der Zeit haufiger und deutlicher wurden, wie am Tag 29.
(Abbildung 21C, schwarze Pfeile). Diese Blaschen veranderten im Sekundenrhythmus ihre
Gestalt (Video 1). Zwischen dem 36. und 44. Tag nahm dann die Konfluenz der Zellen stark
ab, was aber ebenfalls in der nicht-infizierten Kontrolle der Fall war (Abbildung 21D,E;
Abbildung 22A).

Im Infektionsversuch mit C. psittaci (MOI5) konnten innerhalb von 48 h Kkeine
morphologischen Veranderungen beobachtet werden. Nach 5 Tagen begannen die Zellen
kugelig zu werden und sich abzulésen. Wenig Zelltrimmer waren im Uberstand zu sehen.
Ab dem 9. Tag wurden die Zellen blasig, bildeten Fortsatze und flachten sich ab. Die
Konfluenz der Zellen wurde nach 20 Tagen deutlich verringert (Abbildung 20E,F). Nach einer
Beobachtungszeit von 36 Tagen waren die Zellen stark fragmentiert. Die Zellen verloren ihre
Form und viele Zelltrimmer waren im Uberstand zu sehen (Abbildung 22B).

Im Infektionsversuch mit C. muridarum (MOI5) wurden ebenfalls keine Veranderungen der
Morphologie nach 48 h gefunden. Nach 5-6 Tagen war die Konfluenz des Zellrasens
aufgelost und die Zellen wurden langlich oder kugelig (Abbildung 20G,H). Nach einem
Beobachtungszeitraum von 86 Tagen hatten einige Zellen immer noch eine normale
Morphologie. Die anderen verloren ihre typische Gestalt und es war kein Zytoplasma mehr
zu sehen. Die Zellen waren klein und langlich, aber nicht so fragmentiert, wie bei der
Infektion mit C. psittaci (Abbildung 22C).
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Abbildung 20 Lebensfahigkeit humaner MDM, die mit C. pneumoniae. C. psittaci bzw.

C. muridarum inokuliert wurden. Lichtmikroskopie.
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A: humane MDM 4 hpi
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Abbildung 21 Humane MDM, die mit C. pneumoniae inokuliert wurden

A: 28 dpi, weiler Pfeile: ,isolierter” chlamydialer Einschluss; B: 28 dpi, weiler Pfeil: kernnahe
chlamydiale Einschlisse; C: 29 dpi, schwarzer Pfeil: zellrandstandige Blaschen; D: 44 dpi,
Negativkontrolle; E: 44 dpi, humane MDM inokuliert mit C. pneumoniae; Die Abbildungen
stammen jeweils von einer reprasentativen Kultur aus n=3 Buffy Coats.

Abbildung 22 Humane MDM, die mit C. pneumoniae, C. psittaci bzw. C. muridarum
inokuliert wurden

A: humane MDM, 44 dpi, inokuliert mit C. pneumoniae; B: humane MDM, 36 dpi, infiziert mit
C. psittaci; C: humane MDM 86 dpi, infiziert mit C. muridarum; Die Abbildungen stammen
jeweils von einer reprasentativen Kultur aus n=3 Buffy Coats.

Bovine MDM wurden ebenfalls Uber einen langeren Zeitraum lichtmikroskopisch beobachtet,
um ihre Lebensfahigkeit mit und ohne Chlamydien zu Utberprifen und zu vergleichen. Schon
nach 8 Tagen zeigten die bovinen Makrophagen erste Zeichen der Veranderung, wie
vermehrte Trimmerbildung, Verkleinerung und Formveranderung. Nach 9 Tagen nahm die
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Konfluenz stark ab. Es waren nur noch zerstorte Zellen und viele Trimmer zu sehen
(Abbildung 23B).

Wenn die bovinen MDM mit C. pneumoniae stimuliert worden waren, konnten nach 24 h
erste Veranderungen beobachtet werden. Die Zellen wurden kleiner, der Zellrand war
unregelmafig gelappt und es waren vereinzelt Einschliisse zu sehen, die auf Chlamydien
hindeuten (Abbildung 23D, Video 2). 5 Tage nach Beobachtungsbeginn nahm die Konfluenz
der bovinen MDM deutlich ab und man sah zerstorte Zellen, viele Trimmer und nur noch
wenig  makrophagentypische  Zellen. Erstaunlich war, dass die wenigen
makrophagentypischen Zellen schon am nachsten Tag flacher und breiter wirkten und daher
die Konfluenz bis zum 7. Tag wieder auf circa 50% Flachenbedeckung zunahm. Nach 9
Tagen, als die nicht-behandelten Zellen schon zerstért waren, sah man im Infektionsversuch
mit C. pneumoniae noch makrophagentypische Zellen, die sehr breitflachig, aber
unregelmafig geformt waren. (Abbildung 24). Nach 12 Tagen waren auch die mit C.
pneumoniae behandelten Zellen komplett zerstort (Abbildung 25A).

Im Infektionsversuch mit C. psittaci konnten nach 24 h ebenfalls erste Veranderungen
beobachtet werden. Allerdings waren diese weitaus gravierender. Die Konfluenz nahm
deutlich ab und es waren viele Zelltrimmer und Zellen in Auflésung zu sehen. Die MDM
waren zum Teil langlich und reich verzweigt. Es gab kaum noch makrophagentypische
Zellen, die dann oft Einschlisse mit relativ schneller brownscher Molekularbewegung
beinhalteten (Abbildung 23F, Video 3). Nach 48 h waren alle Zellen zerstért und viele
Zelltrtimmer schwammen im Uberstand. Die Konfluenz war komplett aufgeldst. Zum Teil
waren Vesikel mit starker Molekularbewegung im Uberstand zu finden (Abbildung 23H:;
Abbildung 25B).

Bovine MDM, die mit C. muridarum behandelt worden waren, zeigten nach 24 h kaum
Veranderungen. Es waren vereinzelt Einschlisse, die auf Chlamydien hinweisen zu finden,
die eine relativ langsame Molekularbewegung aufwiesen (Abbildung 23H, Video 4). Nach 48
h verringerte sich die Konfluenz leicht und die Zellen wurden kugelig oder I6sten sich ab. Die
Zellen wiesen vermehrt Vakuolen auf und es waren Trimmer und Vesikel im Uberstand zu
finden (Abbildung 23H). 5 Tage nach der Behandlung mit C. muridarum waren kaum noch
makrophagentypische Zellen zu finden. Die Konfluenz war komplett aufgeldst und es waren
sehr viele Zelltrimmer zu finden. Es gab einige langliche und verzweigte Zellen (Abbildung
25C).
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Abbildung 23 Lebensfahigkeit boviner MDM, die mit C. pneumoniae. C. psittaci bzw.
C. muridarum inokuliert wurden. Lichtmikroskopie.

A: bovine MDM 4 hpi, uninfiziert; B: bovine MDM 9 dpi, uninfiziert, 10-fach vergréfiert (10x); C:
bovine MDM 4 hpi, inokuliert mit C. pneumoniae, (10x); D: bovine MDM 24/5 hpi/dpi, inokuliert
mit C. pneumoniae, (40x/10x); E: bovine MDM 4 hpi, inokuliert mit C. psittaci, (10x); F: bovine
MDM 24/48 hpi, inokuliert mit C. psittaci, (10x); G: bovine MDM 4 hpi, inokuliert mit C.
muridarum, (10x); H: bovine MDM 24/48 hpi, inokuliert mit C. muridarum (40x); Die
Abbildungen stammen jeweils von einer reprasentativen Kultur aus n=3 Blutentnahmen.
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Abbildung 24 Bovine monozyten-gereifte Makrophagen, 9 dpi. Lichtmikroskopie

A: Negativkontrolle, (10x); B: inokuliert mit C. pneumoniae, (10x); C: Negativkontrolle, (40x);
D: inokuliert mit C. pneumoniae, (40x); Die Abbildungen stammen jeweils von einer
reprasentativen Kultur aus n=3 Blutentnahmen.

Abbildung 25 Bovine MDM, die mit C. pneumoniae, C. psittaci bzw. C. muridarum
inokuliert wurden. Lichtmikroskopie

A: bovine MDM, 12 dpi, inokuliert mit C. pneumoniae; B: bovine MDM, 48 hpi, inokuliert mit C.
psittaci; C: bovine MDM, 5 dpi, inokuliert mit C. muridarum; Die Abbildungen stammen jeweils
von einer reprasentativen Kultur aus n=3 Blutentnahmen.
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4.21.2. Laktat-Dehydrogenase-Assay

In unseren Infektionsversuchen wurde von den humanen MDM, die mit C. pneumoniae, C.
psittaci beziehungsweise C. muridarum inokuliert worden waren, zwischen 4 und 48 hpi kein
LDH freigesetzt. In jedem LDH-Assay funktionierte der mitlaufende LDH-Standard
einwandfrei.

LDH wurde von bovinen MDM konstant freigesetzt, sogar von den nicht-infizierten MDM. Das
Meiste LDH wurde 48 Stunden nach der Inokulation mit C. psittaci in den Uberstand
abgegeben (Abbildung 26). Es schien, als seien bovine MDM unter den vorliegenden
Kulturbedingungen sehr angreifbar, was durch eine Inokulation mit Chlamydien noch
verstarkt wurde. Die hohen Standardabweichungen zeigten, dass einige bovine Spender
empfindlicher als andere reagierten.

LDH-Freisetzung
bovine Makrophagen
120

100

P

80
Moo

60 CImoI1
= 1012

=
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*
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4 24 I 48 24 | 48 | 4 | 28 | 48

T
|
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o C. preumonise. C. psittaci C. muridarum

Abbildung 26 Freisetzung von Laktat-Dehydrogenase (LDH) durch bovine MDM, die
mit C. pneumoniae, C. psittaci bzw. C. muridarum inokuliert wurden

Jeder Uberstand aus den Infektionsversuchen mit bovinen MDM wurde auf die Freisetzung
von LDH getestet. Die Konzentration des LDH wurde anhand einer LDH-Standardkurve
ermittelt. Die Totalaktivitat von LDH wurde in pU/ml gemessen und mit den Werten einer
Probe in Bezug gesetzt, bei der lichtmikroskopisch keine lebenden Zellen mehr zu sehen
waren. *: p<0,1; **: p<0,05; n=6

4.2.2 Das mRNA-Expressionsprofil der humanen und bovinen MDM

In einem Vorversuch wurden die Zellen mit Escherichia coli (E.coli)-LPS stimuliert. Dadurch
wurde die Stimulierbarkeit der humanen und bovinen MDM durch bakterielle Reagenzien
Uberprift. Das LPS fihrte zu einer signifikanten Erhéhung der mRNA-Expression von IL-1j3,
IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, TNFa, IFNy, IDO und Mcl-1 in humanen MDM und von IL-18, I1L-12,
TNFa und iNOS in bovinen MDM (Abbildung 27).
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Abbildung 27 Das mRNA-Expressionsprofil humaner und boviner MDM nach
Stimulation mit LPS

Dargestellt ist die Erhdéhung zur Negativkontrolle mit logarithmischer Skaleneinteilung.
Humane MDM wurden mit 5ug/ml und bovine MDM mit 6 ug/ml E.coli-LPS stimuliert. *:
p<0,1; **: p<0,05; n=6

4.2.21. mRNA-Expression der humanen MDM nach Stimulation mit Chlamydien

C. muridarum konnte die Expression der Zytokine und Enzyme der humanen MDM am
deutlichsten stimulieren. Die mRNA-Expression von IL-12 und IL-6 war zu allen 3
Zeitpunkten signifikant hoéher, als die aus den C. psittaci- und C. pneumoniae-
Infektionsversuchen (Abbildung 28). Alle 3 Chlamydienspezies waren in der Lage die
Expression dieser Zytokine gegenlber der mock-Kontrolle um das 50 bis 1000-fache
signifikant zu erhéhen (Abbildung 29). 4 hpi war auch die mMRNA-Expression von lI-18 im C.
muridarum-Infektionsversuch signifikant hoéher als in den Infektionsversuchen mit den
anderen beiden Chlamydienspezies. Nach 24 Stunden war die mRNA-Expression dann nur
noch gegeniber der mRNA-Expression aus dem C. psittaci-Infektionsversuch signifikant
erhoht (Abbildung 28). Auch IL-13 wurde gegenlber der mock-Kontrolle von allen 3
Chlamydienspezies signifikant erhéht und zwar um das 10 bis 100-fache (Abbildung 29). Die
MRNA-Expression von TNFa wurde wahrend der Stimulation mit den Chlamydien in den
humanen MDM im Median nur um das 2 bis 3-fache erhéht (Abbildung 29). 4 Stunden nach
der Inokulation war die mRNA-Expression von TNFa im C. pneumoniae-Infektionsversuch
signifikant hoher, als die im C. psittaci-Infektionsversuch. Nach 24 Stunden war die mRNA-
Expression im C. psittaci-Infektionsversuch dann hoher, als die aus dem C. muridarum-
Infektionsversuch und 48 hpi war sie signifikant héher, als die aus dem C. pneumoniae-
Infektionsversuch (Abbildung 28). Die mRNA-Expression von IL-10 wurde nur durch C.
pneumoniae (MOI 5, 4hpi) und C. psittaci um das 2 bis 3-fache signifikant erhéht (Abbildung
29). Da es 48 hpi zu einem deutlichen Abfall der mRNA-Expression im C. psittaci-
Infektionsversuch kam, ist sie zu diesem Zeitpunkt signifikant geringer, als die in den C.
pneumoniae- beziehungsweise C. muridarum-Infektionsversuchen (Abbildung 28). Die
MRNA-Expression von IL-18 wurde nur im C. muridarum-Infektionsversuch im Vergleich zur
mock-Kontrolle um das 2 bis 3-fache signifikant erhéht (Abbildung 29). Daher war sie auch
zu allen 3 Zeitpunkten signifikant héher, als die aus dem C. psittaci-Infektionsversuch. Nach
24 und 48 Stunden war sie ebenfalls gegeniiber der mRNA-Expression im C. pneumoniae-
Infektionsversuch signifikant erhoht (Abbildung 28). Die mMRNA-Expression von Mcl-1 wurde
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ebenfalls nur im C. muridarum-Infektionsversuch gegentber der mock-Kontrolle um das 2 bis
3-fache erhoéht (Abbildung 29). Daher ist sie auch 24 und 48 Stunden nach der Inokulation
signifikant hoher, als die aus dem C. psittaci- beziehungsweise C. pneumoniae-
Infektionsversuch (Abbildung 28). Die mRNA-Expression von IFNy war im C. pneumoniae-
Infektionsversuch 4 hpi und im C. psittaci- und C. muridarum-Infektionsversuch 24 und 48
hpi signifikant um das 10 bis 60-fache gegenlber der mock-Kontrolle erhéht (Abbildung 29).
4 Stunden nach der Inokulation war daher die mRNA-Expression von IFNy im C. psittaci-
Infektionsversuch signifikant niedriger als die aus den C. pneumoniae- und C. muridarum-
Infektionsversuchen. Nach 24 Stunden war sie im C. murdiarum-Infektionsversuch
gegeniber der mMRNA-Expression in den C. pneumoniae- und C. psittaci-
Infektionsversuchen dann deutlich erhéht (Abbildung 28). Die mRNA-Expression von iNOS
wurde nur im C. pneumoniae-Infektionsversuch 4 Stunden nach der Inokulation signifikant
zur mock-Kontrolle um das 2 bis 3-fache erhéht (Abbildung 29). Deswegen war sie zu
diesem Zeitpunkt auch gegeniber der mRNA-Expression in den C. psittaci- und C.
pneumoniae-Infektionsversuchen signifikant erhdht (Abbildung 28). Da die mRNA-
Expression von iNOS in den humanen MDM kaum stimuliert wurde, wurde die mRNA-
Expression von IDO Uberpruft.
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Abbildung 28 Vergleich der mRNA-Expressionsprofile in humanen MDM nach Stimulation mit C. pneumoniae, C. psittaci und

C. muridarum
Dargestellt ist die mMRNA-Expression in Bezug auf die mock-Kontrolle. Die Werte der mock-Kontrolle wurden 1 gesetzt. Statistische Analysen mit

ANOVA haben ergeben, dass die MOI keinen Einfluss auf die mRNA-Expressionslevel hat, weder innerhalb des Uberpriften Zeitraums noch im
Vergleich mit den eingesetzten Stammen. Daher wurde der Median der MOI fir die Auswertung herangezogen. *: p<0,1; **: p<0,05, 40: C.
pneumoniae; 15 C. psittaci; 39: C. muridarum; n=6
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Diese wurde 24 und 48 hpi von allen 3 Chlamydienspezies gegentber der mock-Kontrolle
um das 10 bis 100-fache signifikant erhoht (Abbildung 29). Nach 24 Stunden war die mRNA-
Expression von IDO aus dem C. muridarum-Infektionsversuch gegentber der aus dem C.
pneumoniae-Infektionsversuch signifikant erhéht und nach 48 Stunden war die mRNA-
Expression aus dem C. psittaci-Infektionsversuch signifikant héher, als die aus dem C.
pneumoniae-Infektionsversuch (Abbildung 28).

Die Dynamik der mRNA-Expression der untersuchten Zytokine und Enzyme, also der
Anstieg bzw. Abfall dieser innerhalb von 48 Stunden, verhielt sich wahrend der Stimulation
der humanen MDM mit den verschiedenen Chlamydienspezies unterschiedlich. Wahrend
des C. pneumoniae-Infektionsversuches steigerte sich die II-1f und IDO mRNA-Expression
signifikant von 4 zu 24 beziehungsweise 48 hpi. Im Gegensatz dazu fiel die mRNA-
Expression von IL-10, IL-12 und TNFa von 4 zu 24 beziehungsweise 48 hpi signifikant ab.
Die mRNA-Expression von IL-6 stieg erst von 4 zu 24 hpi signifikant an und sank von 24 zu
48 hpi wieder ab. Die iINOS mRNA-Expression verringerte sich signifikant nach 4 Stunden.
Ein stetiger signifikanter Anstieg der mRNA-Expression innerhalb von 48 Stunden konnte
wahrend des C. psittaci-Infektionsversuches nur bei IDO beobachtet werden. Die mRNA-
Expression von IL-13 und IFNy stieg von 4 zu 24 beziehungsweise 48 hpi signifikant an und
die von IL-10 sank von 4 beziehungsweise 24 zu 48 hpi signifikant ab. Ein signifikanter
Anstieg der mRNA-Expression innerhalb von 48 Stunden wahrend des C. muridarum-
Infektionsversuches konnte bei IDO und Mcl-1 beobachtet werden. Die mRNA-Expression
von IFNy stieg von 4 zu 24 hpi signifikant an und sank von 24 zu 48 hpi wieder ab, aber nicht
unter den Wert nach 4 Stunden. Die mRNA-Expression von IL-18 stieg von 4
beziehungsweise 24 zu 48 hpi signifikant an. Fir die mRNA-Expression von IL-6 und TNFa
wurde erst ein Abfall von 4 zu 24 hpi und dann ein Anstieg von 24 zu 48 hpi festgestellt. Die
MmRNA-Expression von IL-18 und IL-12 sank hingegen signifikant von 4 zu 24
beziehungsweise 48 hpi ab.

Fir die Berechnung der =zeitlichen Abhangigkeit (Dynamik, —) wurden die MOI
zusammengefasst, da die ANOVA ergab, dass keine Korrelation zwischen MOI und Zeit
bestand (Abbildung 29).

4.2.2.2. mRNA-Expression der bovinen MDM nach Stimulation mit Chlamydien

C. psittaci und C. muridarum stimulierten die Expression der Zytokine und Enzyme der
bovinen MDM am besten. Ihre mRNA-Expression von IL-12 und IL-6 war zu allen 3
Zeitpunkten signifikant hoher, als die aus den C. pneumoniae-Infektionsversuchen. Die
MRNA-Expression von IL-6 im C. muridarum-Infektionsversuch war zudem 4 und 24 hpi
signifikant gegenuber der im C. psittaci-Infektionsversuch erhdht. Das gleiche galt fur die
MRNA-Expression von IL-12, wo diese Erhéhung auerdem noch 48 hpi auftrat (Abbildung
30). Alle drei Chlamydienspezies waren dazu in der Lage die Expression dieser Zytokine
gegeniber der mock-Kontrolle um das 10 bis 1000-fache signifikant zu steigern, wobei C.
pneumoniae dies fur die mRNA-Expression von IL-12 nur 4 hpi gelang (Abbildung 31).
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Abbildung 29 Hohe und Dynamik der mRNA-Expression ausgewahliter Zytokine

und Enzyme humaner MDM nach Stimulation mit C. pneumoniae, C. psittaci bzw.

C. muridarum

Dargestellt ist die Erhéhung zur mock-Kontrolle mit logarithmischer Skaleneinteilung. Die
mock-Kontrolle wurde 1 gesetzt. Fur die Darstellung der Dynamik der mRNA-Expression
( =* ) wurde der Median der MOI (merge) berechnet, da die ANOVA keine Korrelation
zwischen MOI und Zeit zeigte. a: 4 vs 24 hpi, b: 24 vs 48 hpi, c: 4 vs 48 hpi; p<0,05; *:
Unterschied zur mock-Kontrolle, p<0,1; **: Unterschied zur mock-Kontrolle, p<0,05; n=6

Die mRNA-Expression von TNFa und IL-1B im C. psittaci- beziehungsweise C. muridarum-
Infektionsversuch war 24 und 48 hpi gegenuber der im C. pneumoniae-Infektionsversuch
signifikant erhéht. 4 Stunden nach der Inokulation war die mRNA-Expression von TNFa im
C. muridarum-Infektionsversuch zusatzlich gegentber der aus den C. pneumoniae- und C.
psittaci-Infektionsversuchen und 48 hpi war die mRNA-Expression von IL-1B3 im C. psittaci-
Infektionsversuch gegenuber der im C. muridarum-Infektionsversuch signifikant erhoht
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(Abbildung 30). C. muridarum konnte die mRNA-Expression von TNFa zu allen
3 Zeitpunkten gegentiber der mock-Kontrolle um das 20 bis 100-fache signifikant erhéhen.
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Abbildung 30 Vergleich der mRNA-Expressionssteigerung ausgewahlter Zytokine und
Enzyme in bovinen MDM durch Stimulation mit C. pneumoniae, C. psittaci und C.
muridarum

Dargestellt ist die mRNA-Expression in Bezug auf die mock-Kontrolle. Die Werte der mock-
Kontrolle wurden 1 gesetzt. Statistische Analysen mit ANOVA haben ergeben, dass die MOI
keinen Einfluss auf die mMRNA-Expressionslevel hat, weder innerhalb des Uberpriften Zeitraums
noch im Vergleich mit den eingesetzten Stammen. Daher wurde der Median der MOI fir die
Auswertung herangezogen. 40: C. pneumoniae; 15: C. psittaci; 39: C. muridarum; *: p<0,1; **:
p<0,05; n=6

C. psittaci gelang dies 24 und 48 hpi um das 20 bis 30-fache und C. pneumoniae nur 48 hpi
um das 17 bis 35-fache (Abbildung 31). Die mRNA-Expression von IL-1B wurde von C.
psittaci und C. muridarum zu allen 3 Zeitpunkten gegentber der mock-Kontrolle um das 5 bis
1500-fache signifikant erhdht (Abbildung 30). C. pneumoniae konnte die mRNA-Expression
von IL-1B nur mit MOI5 und 4 hpi signifikant gegenlber der mock-Kontrolle um das 6-fache
steigern (Abbildung 31). In den C. psittaci- und C. muridarum-Infektionsversuchen war die
mMRNA-Expression von iNOS 24 und 48 hpi signifikant gegentber der im C. pneumoniae-
Infektionsversuch erhéht. Im C. muridarum-Infektionsversuch war sie zudem 4 hpi signifikant
hoher als im C. pneumoniae-Infektionsversuch (Abbildung 30). Die mRNA-Expression von
iNOS konnte von C. pneumoniae 4 und 24 hpi um das 1,5 bis 2-fache, von C. psittaci 4 und
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48 hpi um das 2 bis ca. 170-fache und von C. muridarum 24 und 48 hpi um das 6 bis 55-
fache signifikant gegentber der mock-Kontrolle gesteigert werden (Abbildung 31).
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Abbildung 31 Hohe und Dynamik der mRNA-Expression ausgewahlter Zytokine und
Enzyme boviner MDM nach Stimulation mit C. pneumoniae, C. psittaci bzw. C.
muridarum

Dargestellt ist die Erhéhung zur mock-Kontrolle mit logarithmischer Skaleneinteilung. Die mock-
Kontrolle wurde 1 gesetzt. Flr die Darstellung der Dynamik der mRNA-Expression ( = )
wurde der Median der MOI (merge) berechnet, da die ANOVA keine Korrelation zwischen MOI
und Zeit zeigte. a: 4 vs 24 hpi, b: 24 vs 48 hpi, c: 4 vs 48 hpi; p<0,05; *: Unterschied zur mock-
Kontrolle, p<0,1; **: Unterschied zur mock-Kontrolle, p<0,05; n=6

Die Dynamik der mRNA-Expression der untersuchten Zytokine und Enzyme verhielt sich
wahrend der Stimulation der bovinen MDM mit den verschiedenen Chlamydienspezies sehr
unterschiedlich. Wahrend des C. pneumoniae-Infektionsversuches steigerte sich nur die
mMmRNA-Expression von IL-12 und TNFa signifikant von 4 zu 48 hpi. Fir IL-12 erfolgte
ebenfalls ein Anstieg von 4 zu 24 hpi und fir TNFa von 24 zu 48 hpi. Im Gegensatz dazu fiel
die mRNA-Expression von IL-1 und IL-6 von 4 zu 24 hpi und fir IL-1B zusatzlich zu 48 hpi
signifikant ab. Die mRNA-Expression von iNOS verringerte sich von 4 beziehungsweise 24
zu 48 hpi. C. psittaci konnte die mMRNA-Expression von allen Zytokinen und iNOS von 4 zu
24 beziehungsweise 48 hpi signifikant steigern. Die mRNA-Expression von IL-12 und iNOS
wurde zusatzlich von 24 zu 48 hpi gesteigert. Eine Stimulation der bovinen MDM mit C.
muridarum fuhrte zu einem signifikanten Anstieg der mRNA-Expression aller Zytokine und
iINOS von 4 zu 24 hpi. Die mRNA-Expression von IL-1 und IL-6 wurde zusatzlich von 4 zu
48 hpi gesteigert, obwohl es zu einem leichten Abfall von 24 zu 48 hpi kam. Die mRNA-
Expression von IL-12 und TNFa fiel signifikant von 24 zu 48 hpi ab (Abbildung 31).
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4.2.2.3. Vergleichende Analyse der Wirtsreaktion in bovinen und humanen MDM

Die mRNA-Expression aller untersuchten Zytokine und Enzyme war fir alle 3
Chlamydienspezies in humanen und bovinen MDM signifikant verschieden. Die mRNA-
Expression von IL-13 war in humanen MDM im C. pneumoniae-Infektionsversuch 24 und 48
hpi signifikant gegenuber der in den bovinen MDM erhdht. C. psittaci und C. muridarum
hingegen flhrten 24 und 48 hpi zu einer signifikant hdheren mRNA-Expression von IL-188 in
den bovinen MDM. Auch die mRNA-Expression von IL-6 war im C. pneumoniae-
Infektionsversuch 24 und 48 hpi in den humanen MDM gegentiber der in den bovinen MDM
signifikant erhdht. C. psittaci fuhrte 48 hpi in bovinen MDM zu einer signifikant héheren IL-6-
Expression und im C. muridarum-Infektionsversuch war sie 4 hpi in den humanen MDM und
24 hpi dann in den bovinen MDM signifikant héher. Die mRNA-Expression von IL-12 wurde
von allen 3 Chlamydienspezies 4 hpi in den humanen MDM signifikant gegeniber der in den
bovinen MDM erhéht, sowie nach 48 hpi im C. muridarum-Infektionsversuch. 24 und 48 hpi
war die mRNA-Expression von IL-12 im C. psittaci-Infektionsversuch dann in den bovinen
MDM signifikant héher als in den humanen. Die Expression von TNFa wurde durch die
bovinen MDM im C. muridarum-Infektionsversuch 4, 24 und 48 hpi, im C. psittaci-
Infektionsversuch 24 und 48 hpi und im C. pneumoniae-Infektionsversuch 48 hpi signifikant
gegenlber der Expression in humanen MDM gesteigert. Im Gegensatz dazu konnte C.
pneumoniae die Expression von TNFa 4 hpi in den humanen MDM gegentber der in den
bovinen MDM starker erhohen. iINOS wurde zu allen 3 Zeitpunkten im C. psittaci und C.
muridarum-Infektionsversuch in den bovinen MDM starker erhéht als in den humanen MDM.
C. pneumoniae flihrte in beiden Wirtszellen zu einer eher schwachen Expression von iNOS,
wodurch die berechneten Expressionsunterschiede zwischen den Zellen wechselhaft und
minimal waren (Abbildung 32).
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Abbildung 32 Vergleich der mRNA-Expressionsprofile humaner und boviner MDM nach

Stimulation mit Chlamydien

Dargestellt ist die Erhdhung zur mock-Kontrolle mit logarithmischer Skaleneinteilung. Die
mock-Kontrolle wurde 1 gesetzt. Fur alle 3 Chlamydienspezies waren Unterschiede der
Expressionsmuster in den humanen und bovinen MDM zu erkennen. *: Unterschied zur mock-

Kontrolle, p<0,1; **:
schwarz: MOI5; n=6

Unterschied zur mock-Kontrolle, p<0,05; wei3: MOI1; grau: MOIZ;
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4.2.3 Auslosung der respiratorischen Entladung und Nitritfreisetzung in
Makrophagen

Eine weitere Komponente der Wirtszellimmunantwort ist die Auslésung der respiratorischen
Entladung. Dabei werden freie Sauerstoffradikale gebildet, die mittels flourometrischer
Verfahren nachgewiesen werden koénnen. Bei der durch iINOS katalysierten Reaktion
entsteht nicht nur NO sondern als Nebenprodukt auch NOZ', das ebenfalls als freies
Sauerstoffradikal wirkt und Fremdorganismen abtéten kann. Es wird mittels Griess-Reagenz
nachgewiesen.

4.2.31. Nitritfreisetzung durch humane und bovine MDM nach Stimulation mit
Chlamydien

Die humanen Makrophagen, die mit C. muridarum inokuliert worden waren, setzten 48 hpi
signifikant mehr NO, frei, als solche, die mit C. psittaci bzw. C. pneumoniae inokuliert
worden waren. C. psittaci fiihrte zu einer signifikanten Erhéhung von NO, nach 4 h und 48 h.
C. pneumoniae konnte die humanen Makrophagen 24 und 48 hpi zu einer Abgabe von NO,
anregen. C. muridarum fiihrte zu allen Zeitpunkten zu einer signifikanten Abgabe von NO,
(Abbildung 33).

Die NO, - Freigabe in den Uberstand der bovinen MDM stieg von 4 zu 48 hpi und von 24 zu
48 hpi signifikant an. 48 Stunden nach der Inokulation der bovinen Zellen mit C. psittaci bzw.
C. muridarum wurde der NO, -Gehalt im Uberstand der bovinen Makrophagen signifikant
gesteigert. C. pneumoniae bewirkte zu diesen Zeitpunkten keine signifikante Nitritabgabe
(Abbildung 33).

Im Vergleich zu den Infektionsversuchen mit den humanen MDM war die NO, -Abgabe der
bovinen MDM nicht signifikant verschieden, was durch die hohen Standardabweichungen zu
erklaren ist. Auffallig war, dass sich die Freisetzung von NO, durch die bovinen
Makrophagen Uber die Zeit steigerte, wohingegen die humanen MDM eine kontinuierliche
Freisetzung zeigten (Abbildung 33).
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Abbildung 33 Freisetzung von Nitrit (NO; ) durch humane und bovine MDM nach
Stimulation mit C. pneumoniae, C. psittaci bzw. C. muridarum

Die NO, -Konzentraton wurde mittels Griess Reagenz und einer Standardkurve
photometrisch ermittelt. Die Werte der negativen Kontrollen wurden von den Werten der
inokulierten Zellen abgezogen. 1: C. pneumoniae, 2: C. psittaci, 3: C. muridarum (a: low, b:
high);

0O: molI1,0: MOI2, O: MOI5; A: p<0,1; B: p<0,05; AB: p<0,1 and p<0,05; n=4-6

4.2.3.2. Abgabe von freien Sauerstoffradikalen durch humane Makrophagen
nach Stimulation mit Chlamydien

Humane Makrophagen setzen wahrend der respiratorischen Entladung Stoffe wie
Wasserstoffperoxid (H.O,), Peroxynitrite (ONOO-), Hydroxyl Radikale (HO), und Peroxy
Radikale (ROOQO) frei. Diese werden unter dem Begriff reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
zusammengefasst. Superoxid (SOX) spielt eine wichtige Rolle bei der Abtdétung von
Bakterien durch Oxidation. Da die Expression der iNOS, die zur Bildung von Nitrit fUhrt in
den humanen MDM sehr gering bis nicht vorhanden war, wurden die MDM auf weitere
potentielle Abwehrmechanismen getestet.

Die Abgabe von ROS und SOX durch die humanen MDM war gering. ROS konnte von
keiner der 3 Chlamydienspezies signifikant erhdht werden. Dennoch zeigte sich hier, das
eine Stimulation mit C. muridarum 4 und 48 hpi zu signifikant weniger ROS-Abgabe durch
die humanen MDM gefuhrt hat, als eine Stimulation mit C. pneumoniae beziehungsweise C.
psittaci. Die Superoxidabgabe wurde 4 hpi nur von C. pneumoniae und C. psittaci signifikant
erhoht (Abbildung 34).
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Abbildung 34 Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und Superoxid (SOX)
durch humane MDM, die mit C. pneumoniae, C. psittaci bzw. C. muridarum stimuliert
wurden

Es wurde die Erhéhung des Fluoreszenz-Mean der stimulierten Proben zu dem Fluoreszenz-
Mean der unstimulierten Kontrollen berechnet. Die unstimulierten Kontrollen wurden 1
gesetzt. a: 4/24 hpi, b: 4/48 hpi, c: 24/48 hpi, p<0,1, fett und unterstrichen: p<0,05; A: p<0,1,
B: p<0,05; *: p<0,05; C. pneu: C. pneumoniae, C.psi: C. psittaci, C. mur: C. muridarum;

O: MmolI1,0: MoI2,8: MOI5; n=6

4.2.4 Einfluss verschiedener Chlamydien-Stamme auf die Expression der
Oberflachenmarker von humanen Makrophagen

Die Expression der Oberflachenmolekiile kann Auskunft Uber die Interaktion der
Makrophagen mit anderen Immunzellen (CD80, CD86, CD40), Uber ihre Fahigkeit Antigene
zu prasentieren (MHCI/II), Uber ihren Aktivierungsgrad (CD40, CD64, TLR-4, CD14, CD206)
und Uber ihre Phagozytoseaktivitat (CD44) geben.

Zunachst wurde das Oberflachenexpressionsprofil der humanen MDM vor der Stimulation
mit Chlamydien bestimmt. Die Oberflachenmolekile CD80, CD64, TLR-4 und CD206 wurden
nur zu sehr geringen Anteilen auf den humanen Makrophagen exprimiert. CD86 und CD40
wurden in mittelmafliger Anzahl auf den Makrophagen exprimiert. Die Marker MHCI/II, CD44
und CD14 wurden vergleichsweise stark bis sehr stark auf der Oberflache der Zellen
exprimiert (Abbildung 35).

Die unstimulierte Makrophagenzellkultur wurde ebenfalls auf Marker untersucht, die B-
Zellen, T-Zellen und dendritische Zellen kennzeichnen. In der Kultur wurden im Median von 4
unstimulierten Proben die Marker CD19 (B-Zellen) zu 12,65%, CD3 (T-Zellen) zu 5,65% und
CD1a (dendritische Zellen) zu 8,5% exprimiert, die spezifisch auf der Oberflache der in
Klammern stehenden Zellen exprimiert werden.
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Abbildung 35 Expression der Oberflaichenmarker von humanen monozyten-gereiften
Makrophagen (MDM) vor der Stimulation mit Chlamydien
Gezeigt werden reprasentative Histogramme mit den jeweiligen Isotyp-Kontrollen und den

dazugehdrigen Oberflachenmarkern. Durchflusszytometrie.
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Zur Untersuchung der Stimulierbarkeit der humanen MDM wurde die Expression der
Oberflachenmolekiile nach IFNy- und/oder LPS- Gabe Uberprift. Nach alleiniger IFNy-
Stimulation (50U) der humanen MDM wurde die Expression von CD40, CD44, CD64 und
TLR-4 gesteigert. MHCI, MHCII, CD64, TLR-4, CD14 und CD206 wurden nach LPS-
Stimulation (10ug/ml) vermehrt exprimiert. Wenn man IFNy und LPS als ein Gemisch
eingesetzt hat, wurde die Expression von MHCII, CD40, CD44, CD64 und TLR-4 gesteigert
(Abbildung 36).

C. pneumoniae, C. psittaci und C. muridarum waren nicht in der Lage eine signifikant
vermehrte Expression von CD64, CD11c und TLR-4 (nur von C. pneumoniae nach 72 h bei
MOI1 leicht erhéht) in den humanen Makrophagen hervorzurufen. CD64 und vor allem
CD11c wurden teilweise sogar gegenuber der Negativkontrolle signifikant erniedrigt.
Die Expression von MHCI wurde von allen 3 Chlamydienspezies in den humanen MDM
gesteigert. Der Anstieg erfolgte nach Stimulation mit C. psittaci und C. muridarum nach 48 h
und hielt bis 72 h nach der Inokulation an. C. pneumoniae fiihrte zu einer signifikanten
Erhéhung nach 48 h fiur MOI1 und 2. Zwischen den Spezies gab es keine signifikanten
Unterschiede. Die Expression von MHCII dagegen wurde erst nach 72 h signifikant erhéht
und zwar nur von C. muridarum (MOI1 und 2). Nach 48 h kam es zunachst zu einer
signifikanten Erniedrigung der Expression von MHCII durch C. muridarum. Die Expression
des Oberflachenmarkers CD40 wurde von allen 3 Chlamydienspezies in den humanen MDM
48 h und 72 h (ohne C. psittaci) nach der Inokulation signifikant erhéht. Die Erhdhung
erfolgte von 4 zu 48 hpi und zu 72 hpi, aber nicht von 48 hpi zu 72 hpi. C. muridarum konnte
die Exprimierung von CD40 signifikant am besten steigern. C. pneumoniae (MOI2), C.
psittaci (MOI1, 2) und C. muridarum (MOI 1, 5) fihrten 72 hpi zu einer signifikant erhéhten
Oberflachenexpression von CD44, die bei allen Chlamydienspezies sehr gering war. Die
Expression des Oberflachenmarkers CD80 wurde ebenfalls in geringem Mal und nur
sporadisch signifikant von den Chlamydien erhéht. CD86 hingegen wurde nur durch C.
psittaci und C. muridarum signifikant vermehrt exprimiert. C. psittaci erhéhte die Expression
von CD86 48 hpi um bis zu 30% und C. muridarum erhdhte die Expression von CD86 72 hpi
um 30 bis 100%. Dennoch gab es aufgrund der hohen Standardabweichungen kaum einen
signifikanten Unterschied zwischen den C. psittaci- und C. muridarum-Infektionsversuchen.
Die Stimulation der humanen Makrophagen mit C. pneumoniae bzw. C. muridarum fuhrte zur
signifikanten Erhéhung der Oberflachenexpression von CD14. Die Erhéhung erfolgte von 4 h
zu 48 h und zu 72 h. Zwischen den Zeitpunkten 48 hpi und 72 hpi gab es keinen
signifikanten Unterschied. Auch hier konnte C. muridarum mit circa 150% die signifikant
héchste Erhéhung hervorrufen. Die Expression des Oberflachenmarkers CD206 wurde erst
nach 72 h (MOI1 und 2) durch die Stimulation der Makrophagen mit C. muridarum bzw. C.
pneumoniae signifikant erhdht. C. psittaci bewirkte keine erhdhte Expression dieses Markers
in humanen MDM (Abbildung 37).
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Abbildung 37 Expression von Oberflachenantigenen auf humanen monozyten-gereiften Makrophagen (MDM) nach Stimulation

A: Humane MDM wurden mit C. pneumoniae, C. psittaci bzw. C. muridarum stimuliert (MOI1, 2, 5) und nach 4, 48 und 72 h mittels
Durchflusszytometrie untersucht. Dargestellt sind Saulendiagramme mit n=6 Versuchsreihen. Die Erhéhung des Geomean der stimulierten Zellen zu
dem der nicht-stimulierten Zellen wurde ermittelt. Die nicht-stimulierten Zellen wurden 100% gesetzt. =4 hpi, N 48 hpi; . 7 hpi, —:
Negativkontrolle; *: Signifikanz zur Kontrolle, p<0,05; *: Signifikanz zur Kontrolle, p<0,1; B: Signifikanzen zwischen den verschiedenen
Chlamydienspezies; n=6
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4.3 Die Expression chlamydialer Virulenzfaktoren durch C. pneumoniae, C. psittaci,
bzw. C. muridarum in humanen und bovinen monozyten-gereiften Makrophagen

Auch Chlamydien haben die Mdglichkeit auf das Zusammentreffen mit ihren Wirtszellen mit
der Expression verschiedener Proteine zu reagieren. So wird zum Beispiel mit cpaf auf das
Apoptosevermdgen, das Transkriptionsvermégen und den Vesikeltransport eingewirkt. Mit
groEL kann ein Hitzeschockprotein abgegeben werden, das die Entziindungsreaktion im Wirt
unterstitzt. Ftsw gehdrt zu den Zellteilungsproteinen und tritt vermehrt wahrend der
Replikationsphase auf. Zur Stickstoff-Assimilierung wird vor allem der Transkriptionsfaktor
rpoN benétigt und IncA tragt zur Fusion chlamydialer Vesikel bei. Die mRNA-Expression
dieser Proteine in humanen beziehungsweise bovinen MDM wurden im Vergleich zu den
jeweiligen  zellfreien Chlamydienkonserven und zu ihrer Expression in nicht
immunkompetenten BGM bestimmt.

4.3.1. Chlamydiale Virulenzfaktoren in der Chlamydienkonserve und in humanen bzw.
bovinen MDM

Die mRNA-Expression von cpaf wurde nur von C. pneumoniae in humanen MDM gegenulber
der C. pneumoniae-Konserve 24 und 48 hpi signifikant um das 1,5 bis 2,5-fache erhéht. C.
pneumoniae (20-fach) und C. muridarum (3-fach) exprimierten signifikant mehr groEL in
humanen Makrophagen als in ihrer zugehorigen zellfreien Konserve. 24 und 48 hpi war die
Expression von groEL durch C. pneumoniae in humanen MDM signifikant hdher als die
Expression durch C. muridarum beziehungsweise C. psittaci. In bovinen MDM wurde die
Expression von groEL nicht erhéht. Nur C. psittaci erhéhte seine mRNA-Expression von ftsw
in humanen (100-fach) und bovinen (1,8-fach) MDM gegentber der Konservenkontrolle.
Diese war in humanen MDM signifikant héher als in bovinen MDM. Die mRNA-Expression
von rpoN wurde von C. pneumoniae (3,4-fach) in humanen MDM und 4 hpi von C. psittaci in
humanen (4-fach) und bovinen (1,9-fach) MDM signifikant gegenlber der Kontrolle erhéht.
Die Expression von C. psittaci 4 hpi war in humanen MDM signifikant hoher als die
Expression von C. pneumoniae und die Expression in bovinen MDM zu diesem Zeitpunkt.
IncA wurde von C. pneumoniae und C. psittaci in humanen und bovinen MDM exprimiert. C.
pneumoniae und C. psittaci (4 und 48 hpi) exprimierten signifikant mehr IncA in humanen als
in bovinen MDM. In beiden Zellspezies war die Expression durch C. pneumoniae (10 bis
100-fach) signifikant hoher, als die von C. psittaci (bis 5-fach) (Abbildung 38).
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Abbildung 38 mRNA-Expression chlamydialer Virulenzfaktoren in humanen und bovinen MDM
Dargestellt wird die Erhéhung der chlamydialen mRNA-Expression in humanen und bovinen MDM gegenitber der mRNA-Expression in den
Chlamydienkonserven. Aus den Werten der Konzentration (MOI) wurde der Median gebildet, nachdem die ANOVA ergab, dass keine Korrelation
zwischen MOI und Zeit bzw. Stamm bestand. Die Werte aus den Chlamydienkonserven wurden 1 gesetzt. 4: 4 hpi; 24: 24 hpi; 48: 48 hpi; *: p<0,05;

n=6

¢|zf.]45 Alzalaa 4|24|=a =|24|43 Alzalas 4|2-l|-13
C. pneumoniael C. psitaci C. muridarum |C. pneumoniae|  C. psittaci C. muridarum
human bovin

96



ERGEBNISSE

4.3.2. mRNA-Expression von chlamydialen Virulenzfaktoren in nicht
immunkompetenten BGM

In den BGM erhéhten alle 3 Chlamydienspezies signifikant die Expression von groEL
gegenuber der Konservenkontrolle. Die mRNA-Expression von IncA wurde signifikant von C.
pneumoniae und C. psittaci erhdht. Die Expressionserhdhung, die dabei durch C.
pneumoniae erreicht wurde, war signifikant héher. Die Expression von ftsw wurde einizg von
C. psittaci signifikant nach 24 und 48 h erhéht. Alle 3 Chlamydienspezies waren nicht in der
Lage in BGM die Expression von cpaf zu erhéhen (Abbildung 39).
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[
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-
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log: mRNA expresslonfold change

0.1 1
cpat |ngL| fisw |rpor4 | IncA | cpaf |ngL| ftsw | rpo | IncA | cpaf |ng Ll fisw | rpoh | IncA

C. pneumoniae C. psittaci C. muridarum

Abbildung 39 Die mRNA-Expression der Virulenzfaktoren von C. pneumoniae, C.
psittaci und C. muridarum in BGM

Gezeigt wird die Erhéhung der chlamydialen mRNA-Expression in BGM zur mRNA-
Expression in den zellfreien Chlamydienkonserven. Aus den Werten der Konzentration
(MOI) wurde der Median gebildet, nachdem die ANOVA ergab, dass keine Korrelation
zwischen MOI und Zeit bzw. Stamm bestand. Die Werte aus den Chlamydienkonserven
wurden 1 gesetzt. Die Y-Achse wurde logarithmisch skaliert. *: p<0,05; B 4hpi; ®: 24 hpi;
B 48 hpi; n=6
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5. DISKUSSION

Der Genus Chlamydia gehoért zur Familie der Chlamydiaceae und enthalt 11 verschiedene
Spezies, die entweder auf einen Wirt beschrankt sind oder Wirte unterschiedlicher Art
infizieren konnen. Vergleichende Genomanalysen haben sich mit dem Phanomen dieser
unterschiedlichen Anpassungsgrade beschaftigt und einige mdgliche Faktoren offengelegt,
die fir ein enges oder breites Wirtsspektrum verantwortlich sind (Read, Brunham et al. 2000;
Millman, Tavare et al. 2001). Studien mit Chlamydien waren bisher sehr artifiziell, da sie in
vitro und meistens in Zelllinien durchgefihrt wurden (Gaydos, Summersgill et al. 1996;
Heinemann, Susa et al. 1996; Yamaguchi, Haranaga et al. 2002). Infektionsversuche, die die
Immunabwehr des Wirtes und das Replikationsverhalten von Chlamydien untersuchen
sollen, wurden vornehmlich nur mit einer Chlamydienspezies und in einem Wirt durchgeflihrt
(Yong, Chi et al. 1987; Gerard, Kohler et al. 1998). In dieser Arbeit wurden erstmals
gleichzeitig 3 verschiedene Chlamydienspezies in einem System mit primdren monozyten-
gereiften Makrophagen untersucht. Diese Versuchsreihe wurde in 2 verschiedenen Wirten
(Mensch, Rind) durchgefuhrt. Damit entstand eine komplexe Versuchsreihe, die mdglichst
viele Aspekte der Wirtsadaptation im direkten Vergleich beleuchten sollte. Der Einsatz von
primaren Zellen fihrte zur Verringerung der Nachteile, die bei der Nutzung von Zelllininen
entstehen (http://www.lonza.com/products-services/bio-research/primary-cells/primary-cells-
vs-cell-lines.aspx; (Pan, Kumar et al. 2009)). Die primaren Zellen, die fur diese Arbeit
verwendet wurden, hatten den Vorteil, dass sie fir jeden Versuch frisch isoliert und nicht
stimuliert oder manipuliert wurden. Sie wurden direkt dem in vivo-System entnommen und
dann in vitro herangeziichtet. Bei den Infektionsversuchen wurde besonderen Wert auf
immunologische Prozesse des Wirtes und das Verhalten der Erreger gelegt. Makrophagen
wurden gewahlt, um Immunprozesse zu untersuchen, da sie bei einer Infektion zu den ersten
Immunzellen gehdren. Des Weiteren kdnnen sie nachweislich von Chlamydien infiziert
werden (Beagley, Huston et al. 2009).

5.1 Vergleich und Charakterisierung der primaren monozyten-gereiften Makrophagen

Die Isolierung und Differenzierung von monozyten-gereiften Makrophagen aus
Vollblutspenden ist anspruchsvoll und von verschiedenen Faktoren abhangig. Oft kann eine
Methode, die bei einer Spenderspezies sehr gut funktioniert hat, nicht auf eine andere
Spezies Ubertragen werden. So fuhrte die etablierte Isolationstechnik zur Gewinnung von
monozyten-gereiften Makrophagen aus Hihnerblut (Malkwitz, Berndt et al. 2013) nicht zum
gewunschten Erfolg, als der Versuch unternommen wurde humane MDM aus Spenderblut zu
gewinnen. Erst nach langwierigen Modifizierungen des Plattenadhasionsverfahrens konnten
charakteristische MDM aus humanem Spender-Buffy Coat gewonnen werden (Tabelle 5).
Die Ubertragung dieser modifizierten Methode auf die Isolierung und Differenzierung von
bovinen MDM aus Spenderblut fuhrte ebenfalls nicht zu dem gewinschten Erfolg. Bovine
MDM wurden daraufhin nach dem etablierten Teflon-Beutel-Verfahren (Sobotta, Hillarius et
al. 2016) isoliert und kultiviert. Das Plattenadhasionsverfahren und das Teflon-Beutel-
Verfahren sind die jeweiligen Standardmethoden fir die hier verwendeten Spezies.

Die Anfange der Monozyten-Isolation aus humanem Spenderblut lassen sich bis in das Jahr
1925 zurlickverfolgen (Lewis 1925). 1979 stellte Zuckerman (Zuckerman, Ackerman et al.
1979) eine Liste der bisherigen Verfahren zusammen, die allesamt auf Adharenz der Zellen
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beruhten (Boyum 1968). Die Modifizierungen des Plattenadhasionsverfahrens fir die
Gewinnung der humanen MDM beruhten auf der Arbeit von Pinet et al. (Pinet, Dupont et al.
2003). Bei dem hier angewendeten Verfahren zur Gewinnung von humanen MDM handelt es
sich dementsprechend um ein lang etabliertes und immer wieder verbessertes Verfahren.
Versuche das Teflon-Beutel-Verfahren auf humane MDM zu adaptieren wurden publiziert
(van der Meer, van de Gevel et al. 1982; Schwager and Jungi 1994). Durch erhebliche
Varianzen in der Durchfuhrung konnte sich diese Methode allerdings nicht als
Standardverfahren etablieren. Zur Isolierung von bovinen MDM wurde das Teflon-Beutel-
Verfahren erstmals 1996 (Jungi, Thony et al. 1996) angewandt. Seit dem wurde immer
wieder erfolgreich auf diese Methode zurlickgegriffen (Adler, Adler et al. 1996; Janagama,
Jeong et al. 2006; Menge, Loos et al. 2015).

Fir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche wurden die Makrophagen als konfluenter
Zellrasen in Zellkulturplatten mit 6, 24 und 96 Wells bendétigt. Die beiden Isolationsverfahren
fir humane und bovine MDM flihrten zu einem Unterschied im Differenzierungsgrad der
MDM bei Aussaat in die Zellkulturplatten. Wahrend humane MDM noch als Monozyten auf
die Wells gebracht wurden und weitere 6-8 Tage reifen mussten, waren die bovinen MDM
durch die Reifung im Teflon-Beutel bei Ausplattierung bereits zu Makrophagen
ausdifferenziert. Die humanen Monozyten zeigten erst nach Aussaat auf einen speziell
entwickelten Untergrund eine ausreichende Adharenz. Die verbesserte Adhéarenz ist auf
Modifikationen der Polymere der Plastikoberflache zurtickzufiihren, die die primare Adharenz
und die Langzeitadharenz von Zellen verbessern (Greiner 2013). Zusatzlich wurde die
Differenzierung zu Makrophagen durch ein speziell ausgewahltes humanes Serum
unterstitzt (Tabelle 5). Grundlage hierzu ist der Umstand, dass Monozyten durch
Serumproteine, wie Immunoglobulin G und M, Albumin, Fibrinogen und Fibronectin bei der
Makrophagenreifung unterstutzt werden (Akiyama, Griffith et al. 1988). Die ausdifferenzierten
bovinen Makrophagen heften sich hingegen schnell an Oberflachen, auch ohne spezielle
Oberflachenmodifkationen (Salthouse 1984).

Die in dieser Arbeit generierten humanen und bovinen MDM zeigten charakterische
Merkmale von Makrophagen und lieBen sich von Monozyten abgrenzen (siehe Abschnitt
1.2.). Mit den beschriebenen Verfahren generierte humane MDM besalien einen deutlich
héheren Durchmesser (Abbildung 15E, ~32 um) als Monozyten. Kleinere Makrophagen
traten ebenfalls auf (Abbildung 15A), was auf die hohe Konfluenz der Zellkulturen
zurtckzufiihren ist, wodurch weniger Flache zum GréRenwachstum vorhanden war. Bovine
MDM hatten einen etwas héheren Durchmesser als humane MDM (Abbildung 16B, ~40 um).
Die hier verwendeten humanen und bovinen Zellen zeigten deutliche Vesikel, Lysosomen
und ausgepragte Pseudopodien waren zu erkennen. Bovine MDM besaflken mehr Vesikel,
als humane MDM, was auf eine starkere Aktivierung der bovinen MDM hindeutet. Bei
Aktivierung von Makrophagen, die u.a. von Kleinstpartikeln und Zytokinen ausgeldst werden
kann, lagern sich mehr Lysosomen, Mitochondrien und pinozytotische Vesikel im Zytoplasma
ein (Sacco 2009). Bei der Isolationsmethode der bovinen MDM wurde durch mehrmaliges
Waschen die Anzahl anderer Blutimmunzellen verringert, aber nicht vollstdndig eliminiert.
Zytokine von B- und T-Zellen und Partikel abgestorbener Zellen kdnnen zu einer verstarkten
Aktivierung der Makrophagen geflhrt haben. Auch autogene Zytokine der kultivierten
Makrophagen kommen in Frage (Sacco 2009).
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Als wichtige Zellen des Immunsystems sind Makrophagen nach Stimulation durch
Pathogene dazu in der Lage bestimmte Zytokine zu exprimieren, die den inflammatorischen
Reaktionsweg kennzeichnen (Kenneth M. Murphy 2009). Nach Stimulation mit E.coli-LPS
kam es zu einer erhdhten Expression von IL-13-, IL-6-, IL-10-, IL-12-, IL-18-, TNFa- und
IFNy- mRNA in den humanen MDM. Wie in Abschnitt 1.2.3 beschrieben ist dieses mRNA-
Expressionsprofil typisch flir den M1-Makrophagenaktivierungstyp (Tabelle 2). Zusatzlich
wurde die mRNA-Expression von IDO und Mcl-1 erhoht.

In den humanen Makrophagen der vorliegenden Studie konnte nach Stimulation mit E. coli-
LPS keine signifikante Expression von iNOS nachgewiesen werden. Der Grund daflir kénnte
eine untergeordnete Rolle der iNOS bei der Bekampfung von Chlamydien und anderen
Bakterien im humanen Organismus sein (Miyairi, Tatireddigari et al. 2007). In der Literatur
wird sogar diskutiert, ob humane Makrophagen Uberhaupt iINOS exprimieren koénnen
(MacMicking, Xie et al. 1997). Unter normalen Aktivierungsbedingungen bilden humane
Makrophagen kein NO aus. Es gibt einige Studien, die Uber eine Induktion von iNOS
beziehungsweise NO berichtet haben. Die Aktivierungsbedingungen Uber die berichtet
wurde, konnten aber nicht wiederholt werden oder waren eingeschrankter, als die fir
Makrophagen aus Nagetieren (Adler, Adler et al. 1996). Die hier untersuchten humanen
MDM setzten nach Stimulation mit Chlamydien geringe Mengen an NO,  frei. Die
Freisetzung verlief unregelméRig und war wenig aussagekréaftig. Ahnliche Werte wurden
nach Stimulation mit LPS/IFNy ermittelt (Daten nicht aufgefiihrt). Die Freisetzung von NO;~
durch bovine MDM nach Stimulation mit Chlamydien war nicht signifikant gegentber der von
humanen MDM erhéht, erfolgte aber regelmafliger und war damit besser interpretierbar. Das
Enzym Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) spielt im humanen Organismus bei der
Bekampfung von Chlamydien eine zentrale Rolle. Es gibt Hinweise daflr, dass die Aktivitat
der iINOS im humanen Organismus geringer ist, als bei Mausen, die unter anderem dieses
Enzym fir die Bekdmpfungen der Chlamydien nutzen. Daflr fehlt Mausen wiederum eine
entsprechende IDO-Akivitat (Miyairi, Tatireddigari et al. 2007). IDO-Aktivitdt wurde in
epithelialen Zelllinien und in humanen Monozyten beziehungsweise Makrophagen
nachgewiesen. Die Aktivitat von IDO in humanen Makrophagen ist deutlich hdher als in
humanen Monozyten (Carlin, Borden et al. 1989). Die mRNA-Expression der IDO wurde in
der vorliegenden Studie nach LPS-Stimulation in humanen MDM 24 hpi um das 1500-fache
gesteigert. Da die IDO-Expressionserhéhung durch IFNy induziert wird, wurde auch die
MRNA-Expression von IFNy nach Stimulation mit LPS untersucht. Eine Steigerung der IFNy
mRNA-Expression um das circa 100-fache wurde ermittelt. Die Eigenproduktion von IFNy
durch Makrophagen ist umstritten. Dennoch gibt es Studien, die eine solche Produktion nach
Stimulation mit Bakterien, 1L-12, IL-12 und IL-18 oder INFy belegen (Frucht, Fukao et al.
2001). Murine knochenmark-gereifte Makrophagen zeigten leichte Anstiege des IFNy-
Proteins und seiner mRNA ohne das T- oder NK-Zellen in der Kultur nachgewiesen werden
konnten (Rothfuchs, Gigliotti et al. 2001). In den hier vorgestellten Makrophagenkulturen
wurden mittels FACS-Analyse unter den gemessenen Zellen 5,65% CD3-markierte T-Zellen
gefunden. Das ist ein verschwindend geringer Anteil an der Gesamtpopulation. Die hier
angezichteten Makrophagen haben nach Stimulation also entweder autokrines IFNy
freigesetzt oder die wenigen vorhandenen T-Zellen haben sehr geringe Mengen an IFNy
freigesetzt, welches die Makrophagen dazu anregte weiteres zu induzieren.
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Die Stimulation mit E.coli-LPS fuhrte in bovinen MDM zu einer mRNA-Expressionssteigerung
von IL-1P3, IL-12, TNFa und iNOS. Auch dieses mRNA-Expressionsprofli ist typisch flr den
M1-Makrophagenphanotyp. Im Gegensatz zu humanen MDM produzieren Bovine MDM
ohne Zweifel NO,”, wenn sie mit bakteriellem LPS stimuliert werden (Adler, Adler et al.
1996), was bei den hier vorliegenden Untersuchungen bestatigt werden konnte. Die bovinen
MDM zeigten nach E. coli-LPS-Stimulation eine Erhéhung der iNOS mRNA-Expression um
das circa 200-fache.

Das Oberflachenprofil der humanen MDM dieser Studie zeigte nach Kultivierung auf
Zellkulturplatten einen MO-Makrophagenphanotyp. Dies bestatigt, dass die Zellen nur
aufgrund der Isolations- und Kultivierungstechnik nicht aktiviert worden sind. Die
Oberflachenmarker CD80, CD64, TLR-4 und CD206 wurden schwach exprimiert. CD86 und
CD40 wurden in mittelmafiger Intensitat exprimiert und MHCI/Il, CD44 und CD14 wurden
sehr stark exprimiert (Abbildung 35).

Die Stimulierbarkeit der humanen und bovinen MDM wurde durch die Zugabe von E.coli-LPS
bzw. IFNy untersucht. Nach alleiniger IFNy-Stimulation (50U) der humanen MDM wurde
CD40, CD44, CD64 und TLR-4 vermehrt auf der Oberflache exprimiert. MHCI, MHCII, CD64,
TLR-4, CD14 und CD206 wurden nach LPS-Stimulation (10pg/ml) vermehrt exprimiert. IFNy
und LPS als Gemisch fiuhrte zur Steigerung der Oberflachenexpression von MHCII, CD40,
CD44, CD64 und TLR-4 (Abbildung 36). Dies geht mit der Literatur konform, in der
beschrieben ist, dass eine Stimulation mit LPS und IFNy zur Ausbildung des M1-
Makrophagenphanotyps fiihrt (Martinez, Gordon et al. 2006). Die bovinen MDM exprimierten
nach Stimulation mit E.coli-LPS vermehrt CD40 und CD80. Die Expression von CD86 und
MHCI/II wurde hingegen nur leicht beeinflusst (Sobotta, Hillarius et al. 2016). Durch diese
Ergebnisse konnte kein eindeutiger Rickschluss auf die Polarisation der MDM nach
Stimulation mit LPS gezogen werden. Sie zeigen aber, dass die hier generierten bovinen
MDM durch bakterielle Stimuli aktiviert werden konnten. Die Kombination mit IFNy ware flr
die bovinen MDM eine informative Stimulationsalternative.

Die Untersuchung des Reinheitsgrades beider Zellkulturen zeigte, dass 81% der bovinen
MDM-Kulturen (Sobotta, Hillarius et al. 2016) und 81,9% der humanen MDM-Kulturen den
CD14-Marker exprimierten, der vornehmlich auf Monozyten und Makrophagen anzutreffen
ist. In der humanen Kultur exprimierten im Median von 4 unstimulierten Proben 12,65% der
Zellen den CD19-Marker (B-Zellen), 5,65% den CD3-Marker (T-Zellen) und 8,5% den CD1a-
Marker (dendritische Zellen). Da Lymphozyten bekanntlich eine sehr kurze Lebensspanne
von 12 h bis maximal 15 Tagen besitzen, ist ihr Einfluss auf die MDM-Kultur als gering
einzuschatzen. Auch nur wenige der B- und T-Lymphozyten (Gedachtniszellen) sind in der
Lage die maximale Lebensdauer zu erreichen (Coassin and Kline 1957; Sprent 1993). Der
Anteil der CD1a-positiven Zellen ist mit 8,5% ebenfalls sehr gering. Zudem wurden die MDM-
Kulturen mehrmals gewaschen, um nicht adharente Lymphozyten zu entfernen. Der Einfluss
CD14-negativer Zellen konnte dadurch entscheidend minimiert werden.

5.2 Replikation und Immunstimulation von C. pneumoniae in humanen und bovinen
Makrophagen

Zu der Spezies C. pneumoniae gehoren 3 bzw. 4 Biovare, die jeweils auf eine bestimmte
Wirtsspezies spezialisiert sind beziehungsweise nur aus dieser isoliert wurden. In dieser
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Arbeit wurde der Typstamm TW-183 von Biovar human genauer untersucht. Wie in Abschnitt
1.1.5 beschrieben ist C. pneumoniae ein Erreger der vornehmlich den Respirationstrakt
befallt und dort zu Bronchitis, Pharyngitis oder zur Ausbildung einer Pneumonie flhrt.
Erkrankungen wie Artherosklerose, Asthma, Alzheimer, Multiple Sklerose und koronare
Herzgefalerkrankungen werden mit C. pneumoniae assoziiert. Dies wird in der Wissenschaft
sehr kontrovers diskutiert und muss durch weitere Studien belegt werden (Grayston 2000;
Roulis, Polkinghorne et al. 2013). Der Erreger wurde von verschiedenen Forschergruppen
bereits aus dem menschlichen Gehirn, atherosklerotischem Gewebe der Herzkranzgefalle
und anderer Blutgefalle, aus menschlicher arthritischer Synovia und aus Lymphknoten,
Leber und Milz infizierter Kinder isoliert (Grayston 1994; Grayston 2000; Dreses-Werringloer,
Bhuiyan et al. 2009; Carter and Hudson 2010; Deniset, Cheung et al. 2010). Moazed et al
konnten in ihrer Studie nachweisen, dass sich C. pneumoniae (AR-39) in murinen Alveolar-
und Peritonealmakrophagen vermehren kann. Nach intranasaler Inokulation konnte sich der
Erreger im Korper der Mause verbreiten und wurde aus Lunge, Thymus, Milz und
Lymphknoten isoliert. Moazed et al gehen davon aus, dass C. pneumoniae sowohl von
Alveolarmakrophagen als auch von interstitiellen Makrophagen im Koérper verbreitet werden
kann (Moazed, Kuo et al. 1998). Eine schwache immunologische Stimulation der Wirtszellen,
die eine Elimination des Erregers verhindert, eine Apoptosehemmung und eine verzdgerte
Replikation, die erst im Zielgewebe vervollstandigt wird, ware bei einer solchen Verbreitung
im Korper sicherlich von Vorteil. Im Folgenden werden diese Punkte anhand der
Versuchsreihne mit C. pneumoniae in humanen und bovinen monozyten gereiften
Makrophagen aufgezeigt und besprochen.

In den hier durchgefiihrten Versuchen konnte sich C. pneumoniae innerhalb von 48 Stunden
im humanen und bovinen Wirt nicht vermehren. Es konnte kein signifikanter Anstieg der
ifu/cell oder ifu/2ml festgestellt werden. Im Immunfluoreszenz- und
Transmissionselektronenmikroskop konnten 24 und 48 hpi keine Erreger in den
Makrophagen gefunden werden. Nach Parte et al ist der Entwicklungszyklus der Mitglieder
des Genus Chlamydia allgemein nach 48-72 h abgeschlossen (Parte 2012). Wann der
maximale Peak fir die Freisetzung der Elementarkérperchen erreicht ist, ist allerdings
speziesabhangig. Roulis et al beschreiben die Lange des Entwicklungszyklus von C.
pneumoniae zum Beispiel mit 60 bis 96 Stunden (Roulis, Polkinghorne et al. 2013). So
fanden auch Airenne et al bei einer Infektion von humanen Monozyten mit C. pneumoniae
Stamm KJ6 erst 7 Tage nach der Infektion chlamydiale mRNA (Airenne, Surcel et al. 1999).
Der Immunfluoreszenztest zur semi-quantitativen Bestimmung der Chlamydien in der
vorliegenden Studie wurde mit dem IMAGEN Chlamydia-Kit von Oxoid durchgeflihrt. Dieses
Kit wurde mittels klinischen Proben aus dem Urogenitaltrakt, den Konjunktiven und mit
infizierten McCoy-Zellen validiert. Es wurden demnach epitheliale Zellen und eine Zellinie
verwendet, die nachweislich sehr gut zur Vermehrung von C. trachomatis geeignet sind. Der
Test wird als positiv bewertet, wenn 10 apfelgriine Fluoreszenzsignale eindeutig von der
gegengefarbten Umgebung abgegrenzt werden konnten (OXOID 2013). Vor allem bei
Proben der hier verwendeten humanen MDM, die in den Advanced TC 24-Well Platten
angefarbt worden sind, ergaben sich Probleme verursacht durch reichlich unspezifische
Farbungen, die durch den speziellen Untergrund der adharenzférdernden Zellkulturplatten
bedingt waren. Die Interpretation der Testergebnisse wurde dadurch erschwert. Die Daten
aus der quantitativen realtime PCR ergaben zudem oft Werte unter einer ifu/cell. Zusammen
mit dem Umstand, dass der Test fir mononukledre Zellen des peripheren Blutes nicht
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validiert ist und die Zellkultursensitivitat mit einer Zelllinie getestet wurde, in der sich C.
trachomatis besonders gut repliziert, ergibt sich eine eingeschrankte Sensitivitdt des Testes
fur die hier durchgefuhrten Replikationsversuche mit C. pneumoniae (OXOID 2013). Ein
ahnliches Problem ergab sich fur die Untersuchung mit dem
Transmissionselektronenmikroskop. Die eingeschrankte und zdgerliche Replikation von C.
pneumoniae in humanen und bovinen MDM flhrte trotz modifizierter MOI zu einer sehr
geringen Infektionsrate, was ein Auffinden einzelner Elementarkdrperchen mit diesem
Verfahren erschwerte.

Es ist dennoch nicht auszuschlie3en, dass der Erreger in die Zellen aufgenommen wurde. In
den humanen Makrophagen waren nach 4 Stunden mehr ifu/cell von C. pneumoniae als von
C. psittaci gemessen worden und in bovinen MDM wurden signifikant mehr ifu/cell gefunden,
als in den humanen Zellen. AuRerdem konnte der Erreger nachdem er 48 Stunden mit den
primaren MDM in Kultur war und schonend isoliert wurde, in nicht-immunkompetenten BGM
wieder angeziichtet werden. Demnach wurde C. pneumoniae in den Makrophagen weder
inaktiviert, noch komplett zerstért. In BGM dagegen kam es zu einer signifikanten Replikation
von C. pneumoniae. Dies geht konform mit ahnlichen Versuchen, die mit C. pneumoniae und
Monozyten/Makrophagen durchgefuhrt wurden. Dort war das Wachstum von C. pneumoniae
in den Monozyten/Makrophagen ebenfalls geringer, als in epithelialen Zelllinien, die
normalerweise zur Vermehrung genutzt werden (Gaydos, Summersgill et al. 1996). Die
Chlamydien waren in den Makrophagen lebensfahig und auch metabolisch aktiv,
produzierten aber wenige bis keine neuen Elementarkdrperchen (Beagley, Huston et al.
2009). Um zu ermitteln, ob C. pneumoniae zu einer frihzeitigen Zerstérung der
Makrophagen fihrt und ob dessen Replikation verzdgert ist, wurde der Versuch verlangert
und lichtmikroskopisch begleitet. Die humanen Makrophagen waren nach 40-44 Tagen
komplett zerstort, wenn sie nicht stimuliert worden waren. Mit C. pneumoniae stimulierte
Zellen, waren ebenfalls erst nach 44 Tagen komplett zerstort. Das liegt entweder daran, dass
C. pneumoniae nicht in die Zellen gelangte und damit keine Schaden verursachte oder
daran, dass C. pneumoniae dazu in der Lage ist den programmierten Zelltod zu hemmen
(Geng, Shane et al. 2000), der oft eine Reaktion der Zelle auf eine Infektion mit Chlamydien
ist. Dazu wirkt C. pneumoniae auf den Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNFa), Nuklearfaktor
kappa B (NF-kB) und mitochondriale Signalwege flr die Apoptose ein (Roulis, Polkinghorne
et al. 2013). AuBerdem kann C. pneumoniae proapoptotische BH3-only Proteine sehr
effizient verringern. Auch eine reduzierte Caspase-3 Aktivitdt wurde experimentell
nachgewiesen (Kern, Maass et al. 2009). Fir eine Apoptosehemmung und eine verzdgerte
Replikation von C. pneumoniae in dieser Arbeit spricht, das in den humanen Zellen nach ca.
23-28 Tagen im Lichtmikroskop kreisférmige, schwarz pigmentierte Objekte, in denen hohe
Motilitdt herrschte, zu sehen waren. Diese wurden morphologisch als chlamydiale
Einschlisse identifiziert (NRL Chlamydien, FLI, Jena). Die Motilitat deutet auf eine erhdhte
Brown’sche Molekularbewegung der chlamydialen Elementarkorperchen hin (Neeper, Patton
et al. 1990). In den bovinen Makrophagen wurden Vesikel mit erhdohter Brown’sche
Molekularbewegung vereinzelt schon nach 24 Stunden im Lichtmikroskop sichtbar und die
mit C. pneumoniae stimulierten bovinen Makrophagen lebten im Schnitt 3 Tage langer, als
die nicht stimulierten. Fir eine verzdgerte Replikation von C. pneumoniae in humanen MDM
spricht ebenfalls, dass die Expression des chlamydialen Virulenzfaktors rpoN nach 48 h noch
nicht seinen Peak erreicht hatte. Der Virulenzfaktor rpoN soll eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung von Retikularkérperchen zu Elementarkorperchen spielen (Mathews, Volp et al.
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1999). Eine Expressionssteigerung von rpoN deutet demnach auf eine stattfindende
Replikation hin und wird vermehrt am Ende des Replikationszyklus exprimiert. In Versuchen
mit C. trachomatis erreichte rpoN einen Expressionspeak bereits nach 30 h und fiel bis 48
hpi wieder ab (Mathews, Volp et al. 1999). Der Entwicklungszyklus von C. trachomatis ist
nach 48 h abgeschlossen und es kommt zur Freisetzung von Elementarkdrperchen
(Brunham and Rey-Ladino 2005). Der Umstand, dass die Expression von rpoN durch C.
pneumoniae in humanen MDM bis 48 hpi nicht wieder abfiel, ist somit ein Indiz flr eine
verzogerte Replikation. Einige der in dieser Studie untersuchten humanen MDM zeigten an
ihren Randern schwarze Blaschen, die sich standig veranderten. Im Beobachtungszeitraum
von einigen Minuten flihrte dies aber nicht zur Zerstorung der Zelle (Video 1). Vergleicht man
die Aufnahmen mit anderen Videos zur Apoptose, so kdnnte es sich um einen beginnenden
Apoptoseprozess handeln (,membrane blebbing‘), der nicht vollstandig abgeschlossen
werden konnte (Video 5; (Coleman, Sahai et al. 2001)). Um diese Beobachtungen auch
molekular nachzuweisen, wurde die Expression von Mcl-1 durch die humanen Makrophagen
untersucht. Mcl-1 wird als Schlisselregulator der Apoptosehemmung in Zellen bezeichnet,
die experimentell mit C. trachomatis infiziert worden waren (Rajalingam, Sharma et al. 2008).
In humanen Neutrophilen Granulozyten konnte Mcl-1 wahrend einer Infektion mit C.
pneumoniae nachgewiesen werden (Sarkar, Moller et al. 2015). Es gilt speziell als wichtiger
Regulator der Lebensdauer von Makrophagen (Marriott, Bingle et al. 2005). Humane
Makrophagen dieser Studie, die mit C. pneumoniae stimuliert wurden, zeigten gegeniiber der
nicht-stimulierten Kontrolle keine erhéhte Mcl-1 mRNA-Expression. Die primaren humanen
Makrophagen waren generell dazu in der Lage Mcl-1 mRNA zu exprimieren, wie sich nach
einer LPS-Stimulation zeigte. Das bedeutet, dass entweder keine Apoptosehemmung vorlag
oder dies in den humanen Makrophagen, die mit C. pneumoniae stimuliert worden waren,
Uber einen anderen Mechanismus bewerkstelligt wird. Eine Mdglichkeit ware der
Virulenzfaktor CPAF, der nach Fischer et al in der Lage ist das BH3-only Protein Bim im Wirt
zu verringern (Fischer, Vier et al. 2004). Bim ist ein wichtiger Bestandteil des
Apoptosereaktionsweges. Bei der Stimulation von humanen MDM mit C. pneumoniae in
dieser Studie wurde 24 und 48 hpi eine erhohte CPAF-mRNA-Expression gemessen.

C. pneumoniae konnte die untersuchten Abwehrmechanismen der humanen und bovinen
Makrophagen kaum aktivieren. Die NO,- Abgabe war in beiden Wirten gegeniiber den
anderen untersuchten Chlamydienspezies gering, wobei die humanen MDM 24 und 48
Stunden nach der Inokulation eine erhéhte Freisetzung zeigten und die bovinen Zellen dies
nur 24 hpi bei MOI5 schafften. Die mMRNA-Expression von iNOS, das Enzym, das die NO, -
Freisetzung katalysiert, war nach Stimulation mit C. pneumoniae 4 hpi in beiden Wirten nur
leicht erhdoht und innerhalb der untersuchten 48 Stunden sogar leicht ricklaufig. Nach
Stimulation der bovinen MDM mit C. pneumoniae konnte die mRNA-Expression von iNOS
ebenfalls nur leicht erhoht werden und senkte sich innerhalb des Untersuchungszeitraums
immer weiter ab. Die Expressionssteigerung in humanen und bovinen MDM war deutlich
geringere als nach Stimulation mit E.coli-LPS (200-fach). Dazu passt, dass C. pneumoniae in
murinen primaren Makrophagen zu einer verminderten NO-Produktion geflihrt haben soll
(Gold, Simmons et al. 2004). Da es zu keiner signifikanten Erhéhung der iNOS kam, wurde
ein weiteres wichtiges Enzym fur die Pathogenabwehr der humanen MDM untersucht. IDO
fihrt Gber einen chemischen Reaktionsweg (siehe 1.2.2) zur Limitierung von Tryptophan,
eine essentielle Aminosaure fir Bakterien. Nach Stimulation der humanen MDM mit C.
pneumoniae, kam es zu einer 10-fachen Erhéhung der IDO mRNA-Expression. Da IDO von
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IFNy induziert wird, wurde auch die mRNA-Expression von IFNy in den humanen MDM
untersucht. Nach Stimulation mit C. pneumoniae wurde 4 hpi eine signifikante Erhéhung der
IFNy-mRNA um das circa 10-fache nachgewiesen. C. pneumoniae erhdhte auch die mRNA-
Expression von IFNy in murinen bone marrow derived macrophages (BMM) (Rothfuchs,
Gigliotti et al. 2001).

Ein wichtiger Aspekt der Immunstimulation der MDM durch C. pneumoniae ist die
Veranderung des Zytokinprofils. Die Analyse des Zytokinprofils der hier untersuchten
humanen Zellen zeigt, dass es zu einer anfanglichen leichten Aktivierung der Zellen mit
damit einhergehender mRNA-Expressionssteigerung von inflammmatorischen Zytokinen
kam (IL-1B, IL-6, IL-12, TNFa). Die Expression von IL-13 und IL-6 wurde nur leicht erhéht
und fiel noch innerhalb des Untersuchungszeitraums von 48 h wieder ab. Wahrend die
MRNA-Expression der inflammatorischen Zytokine IL-12 und TNFa nur anfanglich minimal
erhdéht wurde, stieg die mRNA-Expression des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 um
ungefahr die gleiche Menge an. Nach diesen Ergebnissen ist die Aktivierung der humanen
Makrophagen nicht eindeutig in inflammatorisch und antiinflammatorisch zu differenzieren.
Die mRNA-Expression der inflammatorischen Zytokine in den bovinen MDM nach
Stimulation mit C. pneumoniae war durchgehend geringer als die in den humanen MDM
(auRer TNFa, 48 hpi).

Bei dem Versuch die humanen MDM nach ihrem Antigen-Expressionsprofil zu
charakterisieren, wurden keine eindeutigen Ergebnisse erzielt. Nach Stimulation mit C.
pneumoniae wurden kaum typische M1-Makrophagenaktivierungsmarker (CD64, CD86,
TLR-4, MHCII) vermehrt exprimiert. Dafiir wurde die Expression von CD206 (M2) 72 hpi
leicht erhdht, sowie die mRNA-Expression von IL-10 (4 hpi, M2). MHCI und CD80 als M1-
Marker wurden nur leicht und sehr sporadisch vermehrt auf der Oberflache exprimiert. Eine
signifikante Steigerung der Oberflachenexpression wurde bei CD40 und CD14 festgestellt.
Eine erhohte CD40-Expression kdnnte fur die Bereitschaft der Makrophagen stehen, von den
Tu1-Zellen aktiviert zu werden. Dies geschieht, wenn die Makrophagen nicht in der Lage sind
den eingedrungenen intrazellularen Erreger allein zu eliminieren. Ty1-Zellen sezernieren
nach Bindung an MHCII-gekoppelte Antigene und CD40, IFNy (Abbildung 3), wodurch die
Makrophagen aktiviert werden (Kenneth M. Murphy 2009). Die erhéhte CD40-Expression auf
den hier untersuchten humanen Makrophagen kénnte demnach im Zusammenhang mit der
schon erwahnten erhdhten IFNy-Expression in der Makrophagenkultur stehen. Eine weitere
Moglichkeit ist die Erhéhung der CD40-Expression Uber die Erkennung von bakteriellem LPS
durch TLR-4. Es wurde nachgewiesen, dass LPS, das als TLR-4-Stimulator gilt,
Mausmakrophagen zu einer erhdhten CD40-Oberflachenexpression anregte (Chandel,
Pandey et al. 2014). Davon ist hier nicht auszugehen, da TLR-4 nur 72 hpi bei MOI1
signifikant gegentber der Negativkontrolle erhéht war und auch nur um 50%. Der CD40-
Ligand auf Ty1-Zellen kann durch freigesetztes TNFa ersetzt werden (siehe 1.2.1). Da in den
hier vorliegenden Versuchen TNFa durch humane MDM exprimiert wurde, kdnnte dies zu
einer Erhohung der Oberflachenexpression von CD40 gefiihrt haben. Der T-Zellgehalt war in
der MDM-Kultur verschwindend gering. Die deutliche Erhéhung der CD40-Expression lasst
auf eine Teilaktivierung der Makrophagen schlieBen, da nachweislich keine erhdhte
mikrobizidale Wirkung erzielt wurde. Die Aktivierung der Makrophagen Uber CD40 fihrt laut
Kenneth et al zu einer vermehrten Oberflachenexpression von CD80/86 und MHCII (Kenneth
M. Murphy 2009). In den hier durchgefuhrten Versuchen wurde einzig die Expression von
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CD80 leicht erhéht, was die Theorie der Teilaktivierung unterstitzt. CD14 ist ein Rezeptor,
der nach Bindung von chlamydialem LPS, das an LBP (LPS-bindendes Protein) oder freies
sCD14 gebunden ist, Signale in die Makrophage weiterleitet, die zur Freisetzung
inflammatorischer Zytokine (TNFa, IL-1, IL-6) fihren. Dabei dient TLR-4 als Ko-Rezeptor
(Jiang, Akashi et al. 2000; Poikonen, Lajunen et al. 2008; Tsutsumi-Ishii, Shimada et al.
2008; Soares 2012). CD14 (bernimmt bei diesem Signalweg die Bindung des LPS-LPB
(PAMPs) und die Prasentation der gebundenen PAMPs fur TLR-4. TLR-4 leitet das erhaltene
Signal als Transmembranprotein in die Zelle weiter (Rider, Furusho et al. 2016). Die
Oberflachenexpression von CD14 auf den hier verwendeten humanen MDM erhbhte sich
nach Stimulation mit C. pneumoniae 24 und 48 hpi um circa das 2-fache. Die mRNA-
Expression der inflammatorischen Zytokine TNFa, IL-13 und IL-6 war nur anfanglich (4 bzw.
24 hpi) erhoht. Eine Erhéhung der CD14-Expression kam erst zustande, nachdem die
mMmRNA-Expression der inflammatorischen Zytokine wieder zurlickgegangen war. Die
Aktivierung der Makrophagen durch eine Bindung des chlamydialen LPS an CD14 war
demnach unvollstdndig, was mit der geringen Expression des Ko-Faktors TLR-4
zusammenhangen kann. Die Konzentration von frei I6slichem sCD14 im Serum mannlicher
Probanden war in Versuchen von Poikonen et al negativ mit der Empfanglichkeit von
humanen MDM fiir C. pneumoniae GUber CD14 korreliert (Poikonen, Lajunen et al. 2008). Da
die hier verwendeten Blutspenden anonymisiert waren, ist nicht auszuschlieRen, dass der
sCD14-Gehalt mannlicher Probanden auch hier eine Rolle gespielt haben kénnte

Die Virulenzgenexpression durch die Chlamydien ist ein Ausdruck fir die Reaktion der
Chlamydien auf die Abwehrmechanismen des Wirtes und ist entscheidend fir die
Wirtsadaptation. Die Chlamydial protease like activity factor (CPAF) mRNA-Expression war
in der vorliegenden Arbeit durch C. pneumoniae in humanen MDM ab 24 hpi signifikant
erhéht (1,5 bis 2-fach) und stieg bis 48 hpi auf das 2,6 bis 4,8-fache (p<0,05) an. Fur CPAF
wurden seit Anfang des 21. Jahrhunderts viele Funktionen postuliert. Es handelt sich um
eine Serin-Protease, die auf 16 Wirtsproteine und 9 chlamydiale Proteine einwirken soll. Im
Jahr 2012 wurden Untersuchungen gemacht, die diese Substratvielfalt anzweifelten (Chen,
Johnson et al. 2012). In neueren Studien wurde bestatigt, dass C. frachomatis durch CPAF
keine Verminderung der MHCI-Expression auf der Oberflache von epithelialen Zellen und
Fibroblasten bewirkt (Kagebein, Gutjahr et al. 2014), wie es zuvor beschrieben wurde
(Zhong, Fan et al. 2001). AuRerdem wird die These unterstiitzt, das CPAF in der Lage ist
BH3-only-Proteine zu verringern und damit eine Apoptosehemmung zu bewirken (Fischer,
Vier et al. 2004; Pirbhai, Dong et al. 2006). Es besteht die Moglichkeit, das CPAF eine Rolle
bei der Fragmentierung des Golgi-Apparates spielt, die wahrend der Infektion von
epithelialen Zellen mit C. trachomatis beobachtet wurde und Sphingolipide fiir die
Chlamydien zuganglich machen soll. Dies geschieht durch die Spaltung von Golgin-84 durch
CPAF (Heuer, Rejman Lipinski et al. 2009). Die in der vorliegenden Studie gezeigte
Erhéhung der CPAF-Expression durch C. pneumoniae Stamm TW-183 in humanen MDM
stimmt mit Untersuchungen Uberein, die besagen, das CPAF von diesem Stamm produziert
wird (Dong, Zhong et al. 2005).

Chlamydiales groEL (HSP60) gehort zu den Hitzeschockproteinen und hat ein molekulares
Gewicht von 57 bis 60 kD (Morrison, Belland et al. 1989). Es ist ein Homolog zu dem groEL
von E. coli und wurde in C. trachomatis, C. psittaci, C. pneumoniae und C. muridarum
gefunden (Bavoil, Stephens et al. 1990; Chen, Wilson et al. 2011). GroEL wirkt als
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Chaperon. Chaperone unterstiitzen die ordentliche Faltung und den richtigen Zusammenbau
von Proteinen. Damit spielen sie eine wichtige Rolle beim Zusammenbau der chlamydialen
Zellwand im fortgeschrittenen Entwicklungszyklus, wenn erste Abwehrmechanismen des
Wirtes greifen (Bavoil, Stephens et al. 1990; Zugel and Kaufmann 1999). Chlamydiales
groEL ist in der Lage seine eigene Synthese zu regulieren (Chen, Wilson et al. 2011), ist
sehr immunogen und induziert die Sekretion inflammatorischer Zytokine durch
Endothelzellen und Makrophagen von Maus und Mensch. So fuhrte eine Stimulation
humaner MDM mit groEL zur Erhéhung von IL-6, NFkB (Kol, Bourcier et al. 1999) und in
peritonealen Mausmakrophagen zur Erhdhung von TNFa (Kol, Sukhova et al. 1998; Kol,
Bourcier et al. 1999). In der hier vorgestellten Studie kam es in humanen Makrophagen zu
allen Untersuchungszeitpunkten nach Stimulation mit C. pneumoniae zu einer signifikanten
Erhéhung der mRNA-Expression von groEL (circa 20-fach). Die friihe und stetige Erh6hung
von groEL wurde in &hnlichen Studien ebenfalls festgestellt. Shaw et al infizierten Hela-
Zellen mit C. trachomatis L2 und beobachteten eine gesteigerte groEL-Expression in einem
Zeitraum von 2 bis 20 Stunden nach der Infektion (Shaw, Christiansen et al. 2000). Im
Zusammenhang mit der immunogenen Wirkung von groEL konnten in den hier vorgestellten
Versuchen erhéhte mRNA-Expressionen von IL-6 und TNFa gemessen werden. |IL-6 wurde
langer und deutlicher erhéht, TNFa nur geringfiigig und nur 4 hpi. Die geringe Expression
von TNFa-mRNA spricht nicht gegen die Ergebnisse von Kol et al, denn dessen Versuche
fanden in Mausmakrophagen statt (Kol, Sukhova et al. 1998). Fir groEL wurde postuliert,
dass es seine immunogene Wirkung Uber die Bindung mit CD14 erreicht. Dabei wird darauf
hingewiesen, dass CD14 fir die Wirkung von groEL notwendig, aber nicht ausreichend sei
(Kol, Lichtman et al. 2000). Als moéglicher Korezeptor kdme hier TLR-4 in Frage. Dies wurde
bisher nur in Mauszellen untersucht und flihrte dort zu positiven Ergebnissen (Binder, Vatner
et al. 2004). In den humanen Makrophagen dieser Arbeit hingegen, kam es nicht zu einer
erhdhten TLR-4 Expression. Weiterhin wird groEL auch als Indikator flir Persistenz
beschrieben, denn in Versuchen zur induzierten Persistenz von Chlamydien nach IFNy-Gabe
wurde es vermehrt gefunden und l6ste T-zellabhangige Immunantworten aus (Kinnunen,
Paavonen et al. 2001; Molestina, Klein et al. 2002; Bulut, Shimada et al. 2009). In den
vorliegenden Versuchen, wurde in den humanen MDM eine leichte Erhéhung der IFNy-
MRNA nach Stimulation mit C. pneumoniae festgestellt, die demnach zu der erhéhten groEL
mRNA-Expression beigetragen haben kdnnte.

Das Gen rpoN kodiert fir den Sigmafaktor 54, welcher wiederum die Transkription einer
Vielzahl von Genen initiiert. RpoN wurde in einer Studie mit C. trachomatis in Hep-2-Zellen
erst 12 Stunden nach der Infektion detektiert (Mathews, Volp et al. 1999). In anderen
Bakterien, wie E. coli und B. subtilis wird Sigma 54 vornehmlich bei Stickstoffmangel aktiviert
(Douglas and Hatch 2000). Da rpoN in den Versuchen mit C. trachomatis nach 30 Stunden
seinen Expressions-Peak erreicht hat, wird es zu den ,late-stage“-Genen im chlamydialen
Entwicklungszyklus gezahlt und mit der Umwandlung von Retikularkdérperchen in
Elementarkorperchen in Verbindung gebracht (Mathews, Volp et al. 1999; Douglas and
Hatch 2000). In der vorliegenden Arbeit wurde die mRNA von rpoN durch C. pneumoniae in
humanen MDM schon 4 Stunden nach der Inokulation gering, aber signifikant gegeniiber der
Chlamydienkonserve erhoht. Ein leichter, von 4 zu 48 hpi signifikanter Anstieg der mRNA-
Expression wurde beobachtet. Wie schon beschrieben deutet dies auf einen verzdgerten
Entwicklungszyklus von C. pneumoniae in humanen MDM hin.
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Im Genom von C. pneumoniae wurden 107 mdgliche Inc-Proteine gefunden, von denen IncA
das Bekannteste ist. Inc-Proteine zeichnen sich durch einen 2-lappigen hydrophoben
Bereich aus, der es ihnen ermdglicht sich in Vesikelmembranen zu verankern (Delevoye,
Nilges et al. 2004). IncA wurde in chlamydialen Einschlussmembranen der
Retikularkérperchen nachgewiesen (Rockey, Heinzen et al. 1995) und tragt dort zur
Verschmelzung spezieseigener Einschlussmembranen und zur Fusion mit Zellendosomen
bei. Des Weiteren wird IncA eine Rolle bei der Erzeugung neuer Einschllisse zugeschrieben
(Delevoye, Nilges et al. 2004; Suchland, Rockey et al. 2005; Peters, Wilson et al. 2007).
Daher werden Proteine der Inc-Gruppe als wichtige Virulenzfaktoren der Chlamydien
angesehen (Gauliard, Ouellette et al. 2015). In den hier vorgestellten Versuchen wurde die
mMRNA von IncA in humanen und bovinen MDM, die mit C. pneumoniae stimuliert worden
waren bereits 4 hpi nachgewiesen. Auch in Hep-2-Zellen, die mit C. pneumoniae (AR39)
infiziert waren, wurde IncA-mRNA zu einem sehr friihen Zeitpunkt (2 hpi) nachgewiesen
(Lugert, Kuhns et al. 2004). IncA mRNA weist daraufhin, dass Retikularkérperchen vorliegen
und damit der Entwicklungszyklus der Chlamydien gestartet wurde. Sie beweist nicht, dass
IncA-Protein bereits in die Einschlussmembran integriert wurde und damit zur Bildung
weiterer Einschlisse beitrdgt oder eine Fusion unterstitzt. Die ifu/cell und die
Immunfluoreszenz- bzw. Elektronenmikroskopaufnahmen von C. pneumoniae in humanen
und bovinen MDM lassen in der vorliegenden Arbeit nicht auf einen abgeschlossenen
Entwicklungszyklus und eine Vermehrung der aufgenommenen Chlamydien innerhalb von
48 h schlieBen. Wie am Anfang des Abschnitts dargestellt wurde, ist aber nicht
auszuschlieen, dass C. pneumoniae in die Zellen aufgenommen wurde und metabolisch
aktiv ist. Vielmehr deuten mehrere Aspekte auf einen verzégerten Entwicklungszyklus hin.
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5.3 Replikation und Immunstimulation von C. psittaci in humanen und bovinen
Makrophagen

C. psittaci ist ein ubiquitarer Erreger, der aus vielen verschiedenen Spezies isoliert werden
konnte. Dabei werden unterschiedliche Sero- und Genotypen beschrieben. In dieser Arbeit
wurde der Stamm mit dem Genotyp A-6BC (DC15), der aus einem Rind isoliert wurde,
verwendet.

In der Literatur ist beschrieben, dass C. psittaci in der Lage ist, sich in Makrophagen zu
replizieren (Maus, (Rothermel, Rubin et al. 1986)). Diese Replikation ist abhangig von der
eingesetzten MOI, wobei eine geringe MOI (MOI1) die Replikation ermoglichte und eine
hohe MOI (MOI100) zum Untergang der murinen Peritonealmakrophagen fiihrte (Wyrick and
Brownridge 1978). In den hier durchgeflihrten Versuchen konnte sich C. psittaci (MOI1, 2, 5)
innerhalb von 48 Stunden in humanen und bovinen MDM gut vermehren. Es wurde ein
signifikanter Anstieg der ifu/cell und ifu/2ml (48 hpi) festgestellt. Der signifikante Anstieg der
ifu/2ml nach 48 hpi in humanen und bovinen MDM zeigt die Freisetzung von neu gebildeten
Elementarkdrperchen in den Uberstand an. In den Versuchen von Wyrick et al mit C. psittaci
Stamm Cal10 in peritonealen Mausmakrophagen wurde ein Freisetzungspeak von
Elementarkérperchen nach 96 h erreicht (Wyrick and Brownridge 1978). In den hier
durchgefiihrten Versuchen mit humanen und bovinen MDM konnten chlamydiale
Einschlisse ebenfalls im Licht-, Immunfloureszenz- und Transmissionselektronenmikroskop
innerhalb von 48 h sichtbar gemacht werden. Die Replikation in den MDM beider Wirte war
verglichen mit der Replikation in der epithelialen nicht-immunkompetenten Zelllinie BGM, die
als gangige Zelllinie zur Isolation von C. psittaci gilt (Parte 2012), signifikant geringer. Die
hier eingesetzten MOI 1, 2 und 5 hatten keinen signifikanten Einfluss auf die Replikation von
C. psittaci in den MDM. Versuche mit MOI10 (Daten nicht aufgefiihrt) in humanen MDM
fuhrten erwartungsgemal zu ca. 2-2,5 fach mehr ifu/cell, als MOI5. Eine erhdhte
Cytotoxizitat wurde nicht festgestellt, sodass bei den hier gewahlten MOI keine negative
Korrelation zwischen MOI und Replikation entstand.

In den Untersuchungen mit dem Transmissionselektronenmikroskop (TEM) wurden
Retikularkérperchen von C. psittaci interessanterweise auch auferhalb des chlamydialen
Einschlusses im Zytosol der humanen und bovinen MDM gefunden. In Abbildung 16A
erkennt man eine Zusammenhangstrennung in der Membran des chlamydialen
Einschlusses, in dessen Nahe sich das Retikularkérperchen befindet und in Abbildung 16B
sind Mitochondrien und Golgiapparat in der Nahe der ,freien Retikularkdrperchen gelagert.
Ahnliche Beobachtungen machten (Fiegl, Kagebein et al. 2013) mit C. psittaci Stamm DC15
(A-6BC) in der Zelllinie JAWS Il (dendritische Zellen). Sie stellten in ihrer Arbeit einen
Zusammenhang mit dem MHCI-Antigenprasentationsweg her und prasentierten ein neues
detailiertes Model dazu. Nach diesem Model kommt es zu einer Aufhebung der Integritat der
Wand des chlamydialen Einschlusses, sodass die Retikularkdrperchen freigesetzt werden.
Eine Eigenschaft des chlamydialen Proteins CPAF ist es die Integritdt der Wand des
chlamydialen Einschlusses zu schiitzen (Jorgensen, Bednar et al. 2011). In der Studie von
Fiegl et al wurde eine gestorte Expression von CPAF in den JAWS [I-Zellen im Vergleich zu
einer epithelialen Vergleichszellinie festgestellt (Fiegl, Kagebein et al. 2013). In den hier
vorliegenden Versuchen wurde CPAF-mRNA weder in den mit C. psittaci infizierten MDM
noch in der infizierten epithelialen Zelllinie BGM signifikant zur Kontrolle erhoht. Damit ist
nicht davon auszugehen, dass die chlamydiale Einschlussmembran hier durch CPAF
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geschitzt wurde. Die freigesetzen Retikularkérperchen von C. psittaci werden nach Fiegl et
al dann von autophagosomalen Strukturen umgeben (Fiegl, Kagebein et al. 2013). In
Abbildung 16B sieht man Strukturen (roter Pfeilkopf), die den autophagsomalen Strukturen in
den JAWS II-Zellen sehr ahneln. In dem bezeichneten Autophagosom ist eine Struktur
enthalten, die typisch fir Elementarkdrperchen ist. In der Nahe dieser autophagosomalen
Strukturen finden sich noch weitere chlamydiale Retikularkérperchen. Chlamydiale Antigene
werden laut Fiegl et al Gber MHCI-Molekule auf der Oberflache der Wirtszelle prasentiert
(Fiegl, Kagebein et al. 2013). In ihrer Studie wurde nach Infektion mit C. psittaci eine 4 fach
héhere MHCI-Expression auf den JAWS lIl-Zellen als auf den epithelialen Zellen festgestellt.
In den Versuchen mit den humanen MDM wurde die Expression von MHCI nach Stimulation
mit C. psittaci um das bis zu 2 fache gegeniber der nicht infizierten Kontrolle erhdht. Es gibt
in der vorliegenden Studie demnach einige Ubereinstimmungen zu der Hypothese von Fiegl
et al ob es sich allerdings wirklich um den von ihnen beschriebenen Reaktionsweg in
Makrophagen handelt, muss durch tiefergehende Versuchsreihen zu diesem Thema
Uberprift werden.

C. psittaci ist in der Lage verschiedenste Wirte, aviarer und non-aviarer Art, zu infizieren
(Knittler, Berndt et al. 2014). In Versuchen mit Rindern und Mausen konnten mit C. psittaci
DC15 experimentell Krankheitssymptome hervorgerufen werden. In Rindern kam es
abhangig von der Dosis zur Ausbildung von klinischen Symptomen (Reinhold, Ostermann et
al. 2012), welche nach einem Peak von 48 h ohne den Einsatz von Medikamenten wieder
zurickgingen (Prohl, Lohr et al. 2015). Wahrend dieser Infektion wurden vermehrt
Immunzellen nachgewiesen, die zu einer inflammatorischen Immunantwort beitragen (Prohl,
Lohr et al. 2015). Im Blut der infizierten Rinder wurde eine moderate mMRNA-
Expressionsteigerung von IL-18 und TNF nachgewiesen. Die mRNA-Expression von IL-6
wurde hingegen nicht beeinflusst (Prohl, Wolf et al. 2015). Im Mausmodell wurde nach einer
intranasalen Infektion mit C. psittaci DC15 eine Erhéhung der Zytokine TNFa, IL-6 und IFNy
im Vergleich zu nicht infizierten Mausen nachgewiesen. Nach 9 Tagen wurde auch das
antiinflammatorische Zytokin IL-10 erhoht (Bode, Dutow et al. 2012). In den hier vorgestellten
Versuchen kam es nach Infektion der humanen und bovinen MDM mit C. psittaci im
Vergleich zur Stimulation mit E. coli-LPS zu einer moderaten Immunreaktion wobei diese
Reaktion in den bovinen MDM signifikant hoher als in den humanen MDM ausfiel. Die
mRNA-Expression inflammatorischer Zytokine (IL-18, IL-6, IL-12, TNFa) wurde erhoht und
auch typische Abwehrmechanismen der Makrophagen, wie NO,~ Abgabe und IDO bzw.
iINOS mRNA-Expressionssteigerung, wurden aktiviert. Das sich C. psittaci trotz der erhdhten
IDO mRNA-Expression noch gut vermehren konnte, kénnte daran liegen, dass C. psittaci ein
Trp-Operon besitzt und den von IDO ausgelosten Tryptophanmangel umgehen kann. Dies
musste in weiteren Studien naher untersucht werden, da dieses Operon bei C. psittaci nicht
vollstandig ist (Shaw, Christiansen et al. 2000). C. psittaci fuhrte im Mausmodell zu einer
Steigerung der IFNy-Konzentration (Bode, Dutow et al. 2012), was durch die Anwesenheit
von T-Zellen zu erklaren war. In der reinen humanen MDM-Zellkultur wurde eine signifikante
Erhéhung der mRNA-Expression von IFNy festgestellt, die auch eine Erklarung fir eine
gesteigerte IDO-mRNA Expression ist. Eine Verunreinigung der Zellkultur mit T-Zellen wurde
durch mehrmalige Waschgange und eine langere Kultur minimiert, mittels FACS-Analyse
Uberprift und fir sehr gering befunden. Mdéglichkeiten der IFNy-Produktion von humanen
MDM wurden in Abschnitt 5.1 diskutiert. In humanen MDM kam es nach Infektion mit C.
psittaci auch zu einer moderaten Erhdhung der mRNA-Expression von IL-10. Das Zytokin IL-
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10 qilt als antiinflammatorisches Zytokin und tragt zur Wiederherstellung der Homeostase
nach einer entzindlichen Infektion bei. Daher tritt es meist nach einer inflammatorischen
Reaktion, also zu einem spateren Zeitpunkt im Infektionsverlauf, vermehrt in Erscheinung
(lyer and Cheng 2012). Die Erhoéhung in den mit C. psittaci infizierten humanen MDM
erfolgte bereits nach 4 hpi und fiel 48 hpi wieder ab. Ahnlich verhielt sich die Kinetik der IL-10
mRNA-Expression nach Stimulation mit E. coli-LPS. Pathogene wie Toxoplasma gondii und
Mycobakterium tuberkulosis nutzen IL-10, um eine starke inflammatorische Reaktion der
Zellen zu unterdriicken, damit sie sich besser vermehren konnen. Dazu blockieren sie
spezifisch die TNFa Produktion, erhalten aber die IL-10 Expression (lyer and Cheng 2012).
In den Versuchen mit den humanen MDM und C. psittaci wurden die mRNA-Expressionen
von TNFa und IL-10 in gleichem MafRe und zur gleichen Zeit erhoht. Allerdings war die
MRNA-Expression von TNFa nach Stimulation der humanen MDM mit E. coli-LPS signifikant
héher als nach Infektion mit C. psittaci. Demnach ist eine Expressionssuppression von TNFa
durch C. psittaci nicht auszuschlie®en und miusste in nachfolgenden Versuchen genauer
untersucht werden.

Das Antigen-Expressionsprofil der humanen Makrophagen wies unstimuliert einen typischen
MO-Makrophagen-Phanotyp auf. Nach Stimulation mit C. psittaci zeichnete sich das Bild
einer teilweisen Aktivierung in Richtung M1-Phanotyp ab. Wie in Tabelle 11 vereinfacht
dargestellt, wurden einige M1-Makrophagenmarker, wie CD86 (24 hpi), MHCI (24/48 hpi)
und CD40 (bis 200% mehr Expression, 48 hpi) vermehrt auf der Oberflache der humanen
MDM exprimiert. Wichtige Marker, wie CD64, TLR-4 oder MHCII wurden hingegen nicht
vermehrt auf der Oberflache gefunden (Tabelle 11). In Vorversuchen konnte aber gezeigt
werden, dass die humanen MDM generell in der Lage waren solche Marker vermehrt zu
exprimieren. Die mRNA-Expression typischer inflammatorische Zytokine wurde nur leicht
erhdht. Die Expression des M2-Makrophagen-Markers CD206 wurde nicht gesteigert,
obwohl eine leichte MRNA-Expressionserhéhung von IL-10 (M2) festgestellt wurde.

Tabelle 11 Typische Oberflaichenmarker des M1-Phdnotyps im Vergleich mit
Oberflachenmarkern, die nach Stimulation von humanen MDM mit C. psittaci
untersucht wurden

1: leicht erhéht; 11: stark erhéht; - : nicht vorhanden; +: vorhanden, aber nach Stimulation
nicht erhoht; nd; no data; 1: Serotec (2013), 2: M.A. Vega (2006), 4: Ambarus, Krausz et al. (2012), 5: Hristodorov,
Mladenov et al. (2012), 6: Mantovani, Sica et al. (2004), 8: Kahnert, Seiler et al. (2006), 16: (Ishizuka, Ferreira et al. 2012)

' LPS/IFNy C. psittaci C. psittaci
CcD801'*? CD80- CD441
CD8g61" 4558 CD8671
MHCIt? MHCIt
MHCIIt">¢ MHCII+
CD16+° CcD16nd
CD40+"® CD4011
CD6412 CD64-
TLR-2+"2 TLR-2nd
TLR-4+ TLR-4-
=> M1-Makrophagen | => teilweise Aktivierung des M1- | => Phagozytose Unterdrickung
Phanotyps der Entziindungsreaktion
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Der Oberflachenmarker CD40 wurde durch C. psittaci auf den humanen MDM stark erhoht.
Diese vermehrte Expression ist mit der von C. pneumoniae verursachten Steigerung zu
vergleichen, mit dem Unterschied, dass im Versuch mit C. psittaci nur 24 hpi eine
signifikante Erhdhung ermittelt werden konnte. Die Bedeutung von CD40 wurde in Abschnitt
5.1 ausflihrlich besprochen. Der Oberflachenmarker CD14 spielte nach Stimulation mit C.
psittaci keine Rolle.

CD44 ist ein Oberflachenprotein mit vielseitigen Funktionen, die das Zellwachstum und
-Uberleben und deren Entwicklung betreffen. Aulerdem spielt es eine wichtige Rolle in der
Immunabwehr, der Hamatopoese und Apoptose. Der wichtigste Ligand fir CD44 ist
Hyaluronsaure, die in der Extrazellularen Matrix vorkommt (Ponta, Sherman et al. 2003). Ein
weiterer wichtiger Ligand fur CD44 ist LPS. Nach Stimulation mit LPS wurde die Expression
von CD44 auf humanen Monozyten erhoht. CD44 wird als ein kompetenter phagozytotischer
Rezeptor beschrieben (Vachon, Martin et al. 2006; Vachon, Martin et al. 2007). Andere
Studien wiesen nach, dass die Zytokine TNFa und IL-10 auch Liganden fiir CD44 sein
kénnen. Nach Stimulation mit LPS wurden diese endogen gebildet und fiihrten zu einer
erhdhten CD44-Oberflachenexpression auf humanen Monozyten (Gee, Lim et al. 2002). In
der hier vorliegenden Studie wurde CD44 auf den humanen MDM generell sehr stark auf der
Oberflache exprimiert. Nach Stimulation mit C. psittaci kam es zu einer moderaten, aber
signifikanten Erhéhung der Expression, die mit zunehmender Chlamydienkonzentration
verschwand. Die hohe Grundexpression lieRe sich mit den Umstanden der Methode zur
Isolierung der MDM erklaren, denn CD44 auf humanen MDM spielt eine Rolle bei der
Beseitigung apoptotischer neutrophiler Granulozyten, die bei dem Isolierungs- und
Aufreinigungsprozess vermehrt auftraten (Hart, Dougherty et al. 1997). Die erhdhte
Expression von CD44 auf humanen MDM nach Infektion mit C. psittaci ging einher mit
erhohten TNFa und IL-10 mRNA-Expressionen. Es wird beschrieben, das CD44 einen
tiefgriindigen Effekt auf den LPS-TLR-4-Signalweg in Mausmakrophagen hat, indem es zur
Ausbildung negativer Regulatoren beitragt und damit ausufernde entzindliche LPS-
Reaktionen verhindert (Liang, Jiang et al. 2007). In Vorversuchen zu der vorliegenden Arbeit
kam es nach alleiniger Stimulation mit E.coli-LPS nicht zu einer Expressionssteigerung von
CD44 auf humanen MDM. Eine verminderte inflammatorische Reaktion humaner
Makrophagen durch eine erhéhte CD44-Oberflachenexpression nach Infektion mit C. psittaci
wirkt sich positiv auf Replikation und Dissemination des Erregers aus.

Bei den Untersuchungen, die auf die Reaktion von C. psittaci im Zusammenspiel mit
humanen bzw. bovinen MDM abzielten, wurde eine signifikante Steigerung der mRNA-
Expressionen der Virulenzfaktoren ftsw, rpoN und IncA ermittelt. Dagegen wurden die
MRNA-Expressionen der Virulenzfaktoren CPAF und groEL gar nicht oder nur in sehr
geringem Male (groEL) erhdht. CPAF soll Untersuchungen zufolge im Genom von C.
psittaci Stamm 6BC codiert sein (Dong, Zhong et al. 2005). Nach Infektion von BGM-Zellen
mit C. psittaci in der hier beschriebenen Versuchsreihe kam es aber ebenfalls nicht zu einer
mRNA-Expressionerhéhung von CPAF. Eine weitere Studie zeigte, dass die Freisetzung von
CPAF durch C. psittaci (A-6BC) in dendritischen Zellen im Vergleich zu der Freisetzung in
epithelialen Zellen gestort ist (Fiegl, Kagebein et al. 2013). Ob dieses Phanomen hier eine
Rolle spielte, misste durch weiterfihrende Untersuchungen tberprift werden.

GroEL mRNA wurde in humanen MDM nur in sehr geringem Male signifikant zur Kontrolle
erhéht. In bovinen MDM gab es Uberhaupt keine Erhdhung. Allerdings kam es 24 und 48 hpi
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in nicht immunkompetenten BGM zu signifikanten Erhéhungen der groEL mRNA-Expression.
Da groEL sehr immunogen (Abschnitt 5.2, (Kol, Bourcier et al. 1999)) ist, flihrt eine geringe
groEL  mRNA-Expression zu einer geringen Immunstimulation. Eine geringe
Immunstimulation beglinstigt Replikation und Dissemination von C. psittaci.

Die mRNA des Zellteilungsproteins FtsW (Braukmann, Sachse et al. 2012) wurde in der
vorliegenden Studie ausschlieldlich von C. psittaci in humanen und bovinen MDM signifikant
zur Kontrolle erhéht. Es tragt wahrend der Zellteilung zur Ausbildung eines Septums bei,
indem es Peptidoglykan synthetisiert (Stephens, Kalman et al. 1998; Goellner, Schubert et
al. 2006). In der quantitativen Untersuchung und mithilfe des Elektronen-, Fluoreszenz- und
Lichtmikroskops wurde bereits eine deutliche Replikation von C. psittaci festgestellt. Die
Expressionssteigerung eines Proteins, das in die Zellteilung involviert ist, ist eine weitere
Bestatigung fir eine funktionierende Replikation von C. psittaci in MDM. Die geringere
Expressionsrate 24 und 48 hpi in bovinen im Vergleich zu humanen MDM steht mit dem
rapiden Untergang der bovinen Zellen nach Infektion mit C. psittaci in Zusammenhang.

Die mRNA- Expression von rpoN wurde in humanen und bovinen Makrophagen durch C.
psittaci nur 4 hpi signifikant zur Kontrolle erhéht. Die Beobachtung, das rpoN zu den ,late
stage” Proteinen gehdrt, kann hier nicht bestatigt werden (Mathews, Volp et al. 1999). In
diesen friihen Untersuchungen wurde rpoN mit der Umwandlung von Retikularkérperchen in
Elementarkdrperchen in Verbindung gebracht. Ein weiterer Zusammenhang wird mit dem
Stickstoffmetabolismus von Bakterien hergestellt (Buck, Gallegos et al. 2000). AuRerdem
werden rpoN Funktionen beim Sauretransport, bei der RNA-Herstellung, beim
Energieaustausch und der Fructoseaufnahme zugeschrieben (Studholme and Buck 2000).
Allgemein hat rpoN also vielféltige Funktionen im Bakterienstoffwechsel. Die metabolisch
aktive Form der Chlamydien sind die Retikularkérperchen, die auch die Zweiteilung im
Replikationszyklus vollziehen (Parte 2012). Die gesteigerte mRNA-Expression von rpoN ist
somit eine weitere Bestatigung flr eine Replikation von C. psittaci in humanen und bovinen
MDM.

IncA-mRNA wurde von C. psittaci in humanen und bovinen MDM stetig Uber den
Untersuchungszeitraum von 48 Stunden exprimiert. Da C. psittaci in der vorliegenden Studie
in humanen und bovinen MDM nachweislich mehrere Einschllsse bildete, spricht nichts
dagegen, dass IncA in die Einschlussmembran eingebaut wurde und zur Bildung weiterer
Einschlisse beitrug. Des Weiteren soll IncA auch die Fusion mit Wirtszellendosomen
vermitteln, die wichtige Metabolite fir den Chlamydienstoffwechsel enthalten, was fir ein
sich reproduzierendes Bakterium essentiell ist (siehe dazu Abschnitt 5.2).
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5.4 Replikation und Immunstimulation von C. muridarum in humanen und bovinen
Makrophagen

C. muridarum wurde bisher nur aus Individuen der Familie Muridae isoliert. Zu der Spezies
gehoren bisher 2 Stamme, ein Maus-Stamm und ein Hamster-Stamm. In der hier
vorliegenden Arbeit wurde das Isolat Nigg des Maus-Stammes verwendet. Die wenigen
Isolate lassen vermuten, dass sich der Erreger auf einen bestimmten Wirt spezialisiert hat.

Auch fir die Replikation von C. muridarum in Makrophagen gibt es Berichte in der Literatur.
Rajaram et al beschrieben eine Abhangigkeit von Replikation und MOI-Konzentration von C.
muridarum in der murinen Makrophagen-Zellinie RAW (Rajaram and Nelson 2015). Bei MOI
1 verlief die Replikation am Besten und infektiose Einschlusskorperchen wurden im
Uberstand detektiert. Die Replikation in murinen knochenmark-gereiften Makrophagen war
abhangig von der Polarisation der Makrophagen. Sie verlief besser in MO- und in M2-
Makrophagen als in M1-Makrophagen (Gracey, Lin et al. 2013). Die Replikation von C.
muridarum in den hier eingesetzen humanen und bovinen MDM verlief heterogen. In
humanen MDM wurden hohe Standardabweichungen der ifu/cell festgestellt, weswegen eine
Unterteilung stattfand. In der einen Halfte der Spenderzellen konnte eine signifikante
Steigerung von 4 zu 24 hpi festgestellt werden in der anderen Halfte und in bovinen MDM
gab es keine Erhéhung der ifu/cell innerhalb von 48 Stunden. Es wurden keine
Elementarkdrperchen in den Uberstand abgegeben. Die dabei eingesetzten MOl 1, 2 und 5
hatten keinen signifikanten Einfluss auf die Hohe der ifu/cell (ANOVA). Die verwendeten
humanen MDM wurden in Vorversuchen als MO-Makrophagen charakterisiert. Wie in Tabelle
12 vereinfacht dargestellt veranderte sich der Phanotyp der Makrophagen nach Stimulation
mit C. muridarum noch etwas starker in Richtung M1-Makrophagen (CD86, MHCI, MHCII,
CD40), als nach Stimulation mit C. psittaci. Wie nach Stimulation mit C. psittaci konnte auch
C. muridarum keine Expressionserhdhung der wichtigsten M1-Marker CD64 und TLR-4
bewirken. Daflir konnte im Gegensatz zu dem Versuch mit C. psittaci eine
Expressionssteigerung von dem 3. wichtigen M1-Marker MHCII beobachtet werden.
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Tabelle 12 Typische Oberflaichenmarker des M1-Phdnotyps im Vergleich mit
Oberflaichenmarkern, die nach Stimulation von humanen MDM mit C. muridarum bzw.
C. psittaci untersucht wurden

1: leicht erhoht; 11: stark erhéht; - : nicht vorhanden; +: vorhanden, aber nach Stimulation
nicht erhoht; nd; no data; 1: Serotec (2013), 2: M.A. Vega (2006), 4: Ambarus, Krausz et al. (2012), 5: Hristodorov,
Mladenov et al. (2012), 6: Mantovani, Sica et al. (2004), 8: Kahnert, Seiler et al. (2006), 16: (Ishizuka, Ferreira et al. 2012)
‘ LPS/IFNy C. muridarum C. psittaci

CD801"4® CD80- CD80-

CD861 4568 CD86%1 CD86%1
MHCI1® MHCI1 MHCI1
MHCIIp">¢ MHCIIt MHCII+
CD16+° CD16nd CcD16nd
CD40+'® CD4011 CD4011
CD6412 CD64- CD64-
TLR-2+"2 TLR-2nd TLR-2nd
TLR-4+ TLR-4- TLR-4-

=> M1-Makrophagen => teilweise Aktivierung des | => teilweise Aktivierung des

M1-Phanotyps M1-Phanotyps

Fir die Einteilung in M1- und M2- Makrophagen werden, wie in Abschnitt 1.2.3 ausfiihrlich
dargestellt, neben den Oberflachenexpressionsprofilen auch die Expression von Zytokinen,
Enzymen und Chemokinen herangezogen. C. muridarum fihrte zu einer signifikanten
Erhéhung der mRNA-Expression aller untersuchten inflammatorischen Zytokine (IL-1p, IL-6,
IL-12, TNFa; M1) in humanen und bovinen MDM. In den Untersuchungen von Rajaram et al
wurden die genannten Zytokine durch C. muridarum in der Makrophagenzelllinie RAW
ebenfalls stark erhéht (Rajaram and Nelson 2015). Bei den hier durchgefiihrten
Untersuchungen war die mRNA-Expressionserhéhung in humanen MDM (auf’er TNFa)
signifikant hoher als nach Stimulation mit C. psittaci bzw. C. pneumoniae. In bovinen MDM
war die Expressionserhdhung nach Stimulation mit C. muridarum im Vergleich zu den
Versuchen mit C. psittaci und C. pneumoniae entweder signifkant erhoht (IL-6, IL-12) oder
gleichwertig (IL-1B, TNFa). Die mRNA-Expression der inflammatorischen Zytokine wurde von
C. muridarum in humanen und bovinen MDM demnach am deutlichsten erhéht. Die mRNA-
Expression des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 (M2, (Mantovani, Sica et al. 2004; M.A.
Vega 2006; Serotec 2013) wurde nach Stimulation der humanen und bovinen MDM nicht
erhoht. Die inducible nitric oxide synthase kurz iINOS oder NOS2 wird ebenfalls als
Schlisselmarker fir M1-Makrophagen beschrieben (M.A. Vega 2006; Gracey, Lin et al.
2013; Serotec 2013). In der vorliegenden Studie wurde die mRNA-Expression von iNOS
nach Stimulation mit C. muridarum in bovinen MDM signifikant zur Kontrolle erhéht. In
humanen MDM war dies nicht der Fall. Die Grinde dafir wurden in Abschnitt 5.1 bereits
diskutiert. Als Erganzung wurde die mRNA-Expression des fiir diesen Sachverhalt
relevanteren Enzyms IDO (Jaguin, Houlbert et al. 2013) untersucht. C. muridarum fihrte in
humanen MDM zu einer signifikanten mMRNA-Expressionserhéhung von IDO, die gleichwertig
mit der Erhdhung nach Stimulation mit C. psittaci war. C. muridarum besitzt im Gegensatz zu
C. psittaci in seinem Genom keine Anzeichen fir ein Trp-Operon ((Read, Brunham et al.
2000), C. trachomatis MoPn = C. muridarum). Daher kénnte die erhdhte IDO mRNA-
Expression zu der schlechten bis nicht vorhandenen Replikation von C. muridarum
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beigetragen haben, da der entstehende Tryptophanmangel nicht ausgeglichen werden
konnte. Die mRNA-Expression von IFNy, welches zur Bildung von IDO beitragt, war in
humanen MDM ebenfalls signifikant erhéht. Auch in der Studie von Gracey et al fand nach
Infektion der murinen knochenmark-gereiften Makrophagen mit C. muridarum keine
eindeutige Polarisation in Richtung M1- oder M2-Makrophagen statt (Gracey, Lin et al.
2013). Bei genauer Betrachtung der Ergebnisse ist ebenfalls die Tendenz zur Ausbildung
des M1-Makrophagenphanotyps zu erkennen, da es zu einer leichten Expressionserhéhung
von NOS2 (=iNOS) und IL-12 mRNA kam. Bei Untersuchungen mit vorpolarisierten
Makrophagen viel auf, dass C. muridarum in M1-Markophagen eine gestdrte Replikation mit
Hinweisen auf ein Persistenzstadium zeigte (Gracey, Lin et al. 2013). Genau dieses
Phanomen zeigte sich bei den hier verwendeten humanen Makrophagen. Mit dem
Transmissionselektronenmikroskop wurden Hinweise fiir eine gestérte Replikation und fiir
persistente Stadien gefunden. 24 Stunden nach Infektion der humanen und bovinen MDM
mit C. muridarum waren vor allem Elementarkérperchen zu sehen. 24 Stunden spater (48
hpi) wirkten die Einschlisse kleiner und enthielten alle Stadien des chlamydialen
Entwicklungszyklus. In den Einschliissen war aul3er den Chlamydien viel zellulares Material
zu finden. Einige Einschliisse waren sogar komplett leer. Dies lasst auf Abbauprozesse
innerhalb der Einschlisse schlief3en. In der quantitativen Bestimmung wurde deutlich, dass
C. muridarum nicht in der Lage war Elementarkérperchen in die Umgebung abzugeben. Die
Aufnahmen lassen vermuten, dass der Reproduktionszyklus zwar begonnen wurde, die
Chlamydien aber durch bestimmte Prozesse abgebaut oder in ihrer Entwicklung gestort
wurden. In humanen MDM fielen zudem Vesikel auf, die mit Membranansammlungen und
elektronendichtem Material geflllt waren, die der Beschreibung nach Autophagosomen
glichen ((Fiegl, Kagebein et al. 2013), (Sacco 2009) S. 69). Sie traten mit Lysosomen in
Kontakt, wodurch Autophagolysosomen entstanden ((Sacco 2009), S. 69). Diese Gebilde
tragen zusatzlich zu der Ansicht bei, dass es bei einer Infektion mit C. muridarum innerhalb
der Makrophage zu Abbauprozessen gekommen ist. Dazu passt auch, dass in der
quantitativen Auswertung der humanen (low) und bovinen MDM der Eindruck entstand, dass
die ifu/cell 48 hpi weniger wurden. Des Weiteren fanden sich in humanen Makrophagen 48
hpi Einschlisse, die von der normalen Form abweichende (aberrante) und vergroRerte
Retikularkérperchen enthielten. Diese Einschliisse waren auch etwas kleiner als 24 hpi.
Grolte abnormale Retikularkdrperchen in verkleinerten Einschlissen findet man in
verschiedenen Persistenzmodellen, so auch nach Stimulation mit IFNy (Goellner, Schubert
et al. 2006). Beatty et al beschreiben das persistente Stadium als ein Stadium, in dem groRRe
aberrante Retikularkdérperchen bei gleichzeitiger Abwesenheit von Elementarkdrperchen in
den Einschlissen vorhanden sind (Beatty, Byrne et al. 1993). In der hier vorliegenden Studie
befanden sich neben den aberranten Retikularkérperchen  zugleich einige
Elementarkérperchen in den Einschlissen. Ein &ahnliches Phanomen wurde mittels
Immunflouresszenzfarbung in murinen dendritischen Zellen beobachtet (Rey-Ladino, Jiang
et al. 2007). Dies lasst auf ein unvollstandiges persistentes Stadium schlieen. In den
humanen Makrophagen scheinen demnach Prozesse abzulaufen, die C. muridarum teilweise
in ein persistentes Stadium zwingen. Zu diesen Prozessen konnte die erhohte mRNA-
Expression von IFNy gehoéren (Goellner, Schubert et al. 2006). In humanen MDM, die mit C.
muridarum stimuliert worden waren fanden wir 24 hpi die hochste Expression von IFNy-
mRNA, verglichen mit humanen MDM, die mit C. pneumoniae bzw. C. psittaci stimuliert
worden waren. Die Frage inwieweit Makrophagen in der Lage sind IFNy freizusetzen, wurde
ausfihrlich in Abschnitt 5.1 erdrtert. Einer Studie zufolge wurden wahrend einer persistenten
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Infektion von C. psittaci die chlamydialen Gene IncA und rpoN hochreguliert (Goellner,
Schubert et al. 2006; Gracey, Lin et al. 2013). In der vorliegenden Studie war dies nicht der
Fall. Es ist mdglich, dass diese Gene hier nicht signifikant hochreguliert wurden, da es sich
um ein Persistenzstadium handelte, das nicht alle Retikularkérperchen betraf und deshalb
als unvollstandig bezeichnet werden kann. Wahrend der Persistenz wird normalerweise eine
chronische unterschwellige Immunantwort beobachtet (Mpiga and Ravaoarinoro 2006). C.
muridarum l6ste im Vergleich zu den anderen untersuchten Chlamydienspezies eine starke
Immunantwort aus. Im Vergleich zu der Reaktion in bovinen MDM war sie aber schwacher.
In den bovinen Makrophagen, die C. muridarum enthielten, wurden keine aberranten
Retikularkérperchen entdeckt. Auffallig war, dass die nativen bovinen MDM stark vakuolisiert
waren. Diese Vakuolisierung schien 48 hpi abzunehmen. Eine starke Vakuolisierung weist
auf eine erhohte Aktivierung der Zellen hin, die meist in Stresssituationen auftritt. Im
Lichtmikroskop waren 48 hpi deutliche Auflésungserscheinungen und Veranderungen der
Zellen zu sehen. Die humanen MDM hingegen zeigten bis zu 5 Tage lang kaum
Veranderungen und selbst 86 Tage nach Inokulation mit C. muridarum waren noch typische
Makrophagen zu finden. Nicht-stimulierte humane Makrophagen lebten ebenfalls bis zu 86
Tage, wobei einige typische Anzeichen der Alterung zu sehen waren. Im Persistenzstadium
sind Chlamydien lebensfahig, aber nicht kultivierbar. Es stellt einen alternativen Zweig des
Replikationszyklus dar, mit dem Chlamydien dem Immunsystem des Wirtes zu entkommen
versuchen (Goellner, Schubert et al. 2006). In friihen Versuchen zur Persistenz wurde ein
Gleichgewicht zwischen Zellwachstum, Zellzerstorung und chlamydialer Entwicklung
beobachtet (Beatty, Morrison et al. 1994). Die lange Lebensdauer, der hier mit C. muridarum
infizierten humanen MDM und die nicht nachweisbare Freisetzung von infektiésen
Chlamydien lasst auf einen ahnlichen Gleichgewichtszustand schliefien. Zudem wurde die
mMmRNA des anti-apoptotischen Bcl-2 Familienmitglieds Mcl-1 signifikant gegenlber der
Kontrolle erhoht. Die moderate Erhohung dieses Apoptoseregulators (Rajalingam, Sharma et
al. 2008) koénnte ebenfalls einer frihzeitigen Zerstérung der Makrophagen durch C.
muridarum  entgegengewirkt haben. Obwohl die Untersuchungen mit dem
Transmissionselektronenmikroskop auf Abbauprozesse und Persistenz hinwiesen, konnte C.
muridarum nachdem es aus humanen bzw. bovinen MDM isoliert wurde in BGM-Zellen
wieder angeziichtet werden. Da nicht alle Zellen und Chlamydien von diesen Beobachtungen
betroffen waren, ist es nicht verwunderlich, dass noch Chlamydien vorhanden waren, die
sich vermehren konnten. Ahnliches wurde in dendritischen Zellen und nach erneuter Aussaat
auf HelLa-Zellen beobachtet (Rey-Ladino, Jiang et al. 2007).

Zusatzlich kam es nach Stimulation mit C. muridarum 2zu einer signifikanten
Expressionssteigerung des typischen M2-Makrophagenmarkers CD206 ((Stein, Keshav et al.
1992),(Goerdt, Politz et al. 1999), p<0,1). Die Proben flr das Durchflusszytometer wurden
nicht in 2 unterschiedliche Gruppen eingeteilt, wodurch eine vorhandene Spendervariabiliat
nicht ausgeschlossen werden kann. Dies kann zu Stérungen bei der Herausstellung
deutlicher Signifikanzen (p<0,05-0,01) fiihren. M2-Makrophagen stehen fir den anti-
inflammatorischen Abwehrweg des Korpers. Er soll das Gleichgewicht, das in
Ruhesituationen herrscht wiederherstellen (Abschnitt 1.2.3). C. muridarum fihrte bei
humanen MDM zu einer deutlichen Entziindungsreaktion. Die leichte, etwas undeutliche
Steigerung von CD206 kénnte somit der Anfang einer Gegenregulation der Makrophagen
sein. CD44 scheint ahnliche Expressionsniveaus wie nach Stimulation mit C. psittaci zu
erreichen. Aber auch hier konnte nur eine sehr schwache Signifikanz festgestellt werden. Da
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CD44 nach Aktivierung mit passenden Liganden einen anti-inflammatorischen Abwehrweg
beglinstigen kann (Abschnitt 5.2), ist seine leichte Erhdhung ebenfalls ein Indiz fir eine
beginnende Gegenregulation.

Die Reaktion von C. muridarum auf die Konfrontation mit humanen und bovinen MDM verlief
relativ ereignislos. Bei den hier vorgestellten Untersuchungen wurde ausschlieBlich eine
leichte  Expressionssteigerung des chlamydialen Proteins groEL  festgestellt.
CPAF soll zwar im Genom von C. muridarum Nigg vorkommen (Dong, Zhong et al. 2005),
dessen mMRNA-Expression wurde aber weder in humanen noch in bovinen MDM gesteigert.
In Abschnitt 5.2 wurde dargelegt, dass die Virulenzfaktoren ftsw, rpoN und IncA in die
Zellteilung involviert sind und damit eine funktionierende Replikation anzeigen. Die fehlende
Expressionssteigerung dieser chlamydialen Faktoren passt zu den Ergebnissen der
quantitativen Untersuchung, in der fir C. muridarum keine Hinweise flr eine vollstandige
Replikation gefunden wurden. Einige Untersuchungsergebnisse wiesen auf einen teilweisen
Ubergang in das Persistenzstadium hin. Geringe mRNA Expressionslevel von ftsW wurden
in mehreren Studien mit verschiedenen Chlamydienspezies mit der Ausbildung eines
Persistenzstadiums in  Verbindung gebracht (Goellner, Schubert et al. 2006).
Die signifikante Expressionssteigerung von GroEL geht einher mit der deutlichen
Immunreaktion der Makrophagen, die durch C. muridarum ausgeldst wurde. Wie in Abschnitt
5.1 beschrieben, ist GroEL immunogen und fuhrt zur Freisetzung inflammatorischer
Zytokine, deren mRNA Expressionen hier sowohl in humanen als auch in bovinen MDM
deutlich erhéht waren. Weiterhin wird groEL auch als Indikator fiir Persistenz beschrieben,
denn in Versuchen zur induzierten Persistenz von Chlamydien nach IFNy-Gabe wurde es
vermehrt gefunden und l6ste T-zellabhangige Immunantworten aus (Kinnunen, Paavonen et
al. 2001).

5.5 Vergleichende Modelle zur Infektiositat und Wirtsadaptation verschiedener
Chlamydienspezies in humanen und bovinen MDM

Aktuellen Literaturrecherchen zufolge gibt es nur wenige Forschungsarbeiten, die
verschiedene Chlamydienspezies in einem Wirt untersucht haben. Braukmann et al
verglichen Wirts-Pathogen-Beziehungen von C. psittaci und C. abortus in Hihnerembryonen
(Braukmann, Sachse et al. 2012). Beagley et al erstellten einen Uberblick zum Wachstum
von C. trachomatis und C. pneumoniae in Immunzellen (Beagley, Huston et al. 2009). Dong
et al untersuchten die Genome von 5 verschiedenen Chlamydienspezies auf der Suche nach
dem Virulenzfaktor Cpaf (Dong, Zhong et al. 2005). Kuo et al verglichen die Affinitat von C.
trachomatis, C. psittaci und C. pneumoniae zu dem Mannose-Rezeptor auf
Mausmakrophagen (Kuo, Puolakkainen et al. 2002). Und Millman et al verwendeten die
gleichen 3 Chlamydienspezies, um vergleichende Genomanalysen in den OmpA- und
OmpB-Genregionen durchzufiihren (Millman, Tavare et al. 2001). Vergleichende in vitro-
Versuche zu Replikation, Immunstimulation und Wirtsadaptation von C. pneumoniae, C.
psittaci und C. muridarum in humanen und bovinen MDM wurden bisher nicht durchgefuhrt.
Diese 3 Spezies zeigen verschiedene Wirtstropismen. Wahrend C. pneumoniae vornehmlich
aus Menschen isoliert (Biovar Mensch) wurde (siehe 1.1.5), zeigt C. psittaci ein sehr breites
Wirtsspektrum und wurde vor allem in verschiedensten Vogelarten und Saugetieren,
darunter Mensch gefunden (siehe 1.1.6). C. muridarum wurde bisher nur aus Mausen und
Hamstern isoliert (siehe 1.1.7). Daher ist ein Vergleich in Hinblick auf verschiedene
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Eigenschaften unterschiedlicher Chlamydienspezies in ein und derselben Wirtszelle von
grolier wissenschaftlicher Bedeutung.

In der vorliegenden Studie zeigte C. psittaci in humanen MDM im Vergleich zu C.
pneumoniae und C. muridarum die hdchste Infektiositat und setzte die grélte Anzahl an
Elementarkdrperchen in den Uberstand frei (Abbildung 40). Auch in der Studie von
Braukmann et al war die Infektiositat von C. psittaci gegenuber dem Vergleichskeim C.
abortus erhoht (Braukmann, Sachse et al. 2012). Allerdings zeigte C. psittaci dort auch eine
hoéhere mRNA-Expression chlamydialer Virulenzgene und veranlasste Immunzellen vermehrt
dazu immunologisch wichtige Proteine zu exprimieren. Bei den in der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrten Versuchen in humanen MDM fihrte eine Infektion mit C. muridarum zu der
starksten Stimulation der Immunzellen. Chlamydiale Virulenzfaktoren wurden am
deutlichsten von C. pneumoniae exprimiert (Abbildung 40). Wahrend Dong et al nachwiesen,
dass das Cpaf-Protein von C. pneumoniae, C. psittaci und C. muridarum nach Infektion von
HelLa-Zellen exprimiert wurde (Dong, Zhong et al. 2005), wurde Cpaf mRNA in den
vorliegenden Versuchen nur in humanen MDM nachgewiesen, die mit C. pneumoniae
stimuliert worden waren (Abbildung 40).

In bovinen MDM wurden &hnlliche Ergebnisse erzielt, nur die Immunantwort der
Makrophagen fiel deutlicher aus und die Replikation von C. psittaci war gegenuber der in
humanen MDM signifikant erhoht. Der Zelluntergang der infizierten bovinen Zellen trat
deutlich friher, als bei den humanen infizierten Zellen ein (Abbildung 41).

In der vorliegenden Studie werden einprdagsam die Unterschiede in der Replikation
verschiedener Chlamydienspezies und der Immunantwort des Wirtes vor Augen gefihrt. Wie
Coers et al in ihrer Review beschreiben entsteht die Wirtsspezifitat eines Pathogens durch
eine kontinuierliche Selektion Uber tausende von Jahren, die eine Adaptation an die
Okologische Nische, die der spezifische Wirt darstellt begunstigen (Coers, Starnbach et al.
2009). Wenn ein Pathogen nun mit einer Spezies in Berihrung kommt, mit der es sich nicht
gemeinsam weiterentwickelt hat, fehlt das molekuldre Feintuning. So sagen sie, dass
Pathogene, die einen spezifischen Wirt infizieren, oft zu chronischen Infektionen mit geringer
Erregerlast und wenig effizienter Immunitat fuhren. Vergleichbares wurde in den hier
durchgefiihrten Versuchen fir C. pneumoniae (Biovar Mensch) in humanen MDM
festgestellt. Die Erregerlast, war wie die erfolgte Immunantwort der Makrophagen
vergleichsweise gering. Chronische Infektionen werden durch eine Verbreitung im
Organismus und eine Apoptosehemmung begulnstigt (Abbildung 40). Fir beides wurden
Hinweise in den Untersuchungsergebnissen gefunden (siehe 5.1). In bovinen MDM hingegen
kam es zu einer hoheren Erregerlast, als in humanen MDM und die Uberlebensdauer der
Zellen sank rapide. Auch die Immunantwort, war gegeniiber der in humanen MDM erhdht
(Abbildung 41).

Im Gegensatz dazu flhren Infektionsversuche mit Pathogenen und Wirten, die sich nicht
gemeinsam entwickelt haben zu einem ernsten Krankheistverlauf, gefolgt von einer
kompletten Erregerelimination und der Ausbildung einer effektiven Immunitat (Coers,
Starnbach et al. 2009). Da C. muridarum bisher nur in 2 Spezies der Familie Muridae
gefunden wurde, ist davon auszugehen, dass sich das Bakterium auf einen bestimmten Wirt
spezialisiert hat. Die Wirte Mensch und Rind sind demnach eher Wirte mit denen es sich
nicht gemeinsam entwickelt hat. In beiden Wirten kam es zu einer deutlichen
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inflammatorischen Reaktion der MDM, was sich in der Abgabe von NO, und der Erhéhung
der Expression wichtiger inflammatorischer Zytokine wiederspiegelte. In humanen MDM kam
es zur Ausbildung eines Phanotyps, der sich in Richtung M1-Makrophagen bewegte. Zur
gleichen Zeit wurden Marker erhdht, die einen anti-inflammatorischen Weg begtlinstigen und
die Balance nach einer starken entziindlichen Reaktion wieder herstellen sollen. Es wurden
auch Hinweise flir eine Erregerelimination gefunden, wie z.B: das Auffinden von
Autophagolysosomen im Transmissionselektronenmikroskop. Chlamydien sind allerdings
sehr geschickte Organismen wenn es darum geht, sich an einen Wirt anzupassen (Mehlitz
and Rudel 2013). Als Reaktion auf die Abwehrmechanismen der MDM schien C. muridarum
in  humanen MDM ein persistentes Stadium etablieren zu wollen, wie
Transmissionselektronenmikroskopaufnahmen zeigten. Zudem wurden Anzeichen flur eine
Apoptosehemmung in den humanen MDM entdeckt. Persistenz und Apoptosehemmung ist
auch fur C. pneumoniae (Biovar Mensch) beschrieben (Chacko, Beagley et al. 2015; Sarkar,
Moller et al. 2015). An den Menschen scheint sich C. muridarum daher schon etwas besser
angepasst zu haben, als an bovine Zellen, da in einigen der Spendermakrophagen eine
moderate Vermehrung gemessen wurde. Die Reaktionen auf die Abwehrmechanismen der
MDM zeigen ebenfalls, das C. muridarum Wege zu etablieren versucht, um in den humanen
MDM langer zu Uberleben.

C. psittaci ist ein Pathogen, dass sich in vielen Wirten wiederfinden lasst. Es vermehrt sich
meist gut und fiihrt zu einem moderaten Krankheitsgeschehen und zur Ausbildung einer
deutlichen aber nicht ausufernden Immunreaktion. Dennoch wird der Erreger oft wieder
eliminiert und es kommt zur Genesung des Wirtes (Prohl, Lohr et al. 2014). Daher lasst sich
C. psittaci im Bezug auf seine Adaptation an die Prozesse des Wirtes zwischen
C. pneumoniae und C. muridarum einordnen.
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Abbildung 40 Hypothetisches Modell der intrazellularen Vermehrung und Wirtsanpassung von C. pneumoniae, C. psittaci bzw. C. muridarum
in humanen monozyten-gereiften Makrophagen

C. pneumoniae konnte sich in humanen MDM innerhalb von 48h nicht effektiv vermehren, wurde aber nicht von den Wirtszellen zerstort. Das Bakterium
zeigte metabolische Aktivitat und schien das Leben der Wirtszellen zu verlangern. Die immunologische Reaktion der Makrophagen war moderat. Eine
Verbreitung im Organismus ist mdglich, da weder die Tragerzelle noch das Pathogen zerstért wird. C. psittaci zeigte eine effektive Vermehrung mit
Freisetzung von Elementarkérperchen innerhalb von 48h. Es kam zu einer deutlichen Immunreaktion und moderaten Aktivierung der Makrophagen. Erst
nach 36 Tagen waren die Wirtszellen komplett zerstért. C. muridarum vermehrte sich innerhalb von 48h kaum in humanen MDM. Es wurden keine

Elementarkérperchen freigesetzt. Die Wirtszellen wurden zu einer starken immunologischen Reaktion getrieben. Es waren Anzeichen fir Persistenz und
Apoptosehemmung zu finden.
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Abbildung 41 Hypothetisches Modell der intrazellularen Vermehrung und Wirtsanpassung von C. pneumoniae, C. psittaci bzw. C. muridarum
in bovinen monozyten-gereiften Makrophagen

C. pneumoniae vermehrte sich in bovinen MDM ebenfalls nicht effektiv, gelang aber etwas besser in die Makrophagen. Die immunologische Reaktion
der bovinen Makrophagen war noch etwas geringer als in humanen MDM. Eine Verbreitung im bovinen Organismus ist weniger wahrscheinlich, da die
bovine potentielle Tragerzelle deutlich friher zerstért wurde. C. psittaci zeigte in bovinen MDM eine effektive Vermehrung innerhalb von 48h und
setzte signifikant mehr Elementarkérperchen frei als im humanen Wirt. Es kam zu einer deutlichen Immunreaktion und zur frilhen Zerstérung der
bovinen Makrophagen. C. muridarum vermehrte sich innerhalb von 48h kaum in bovinen MDM. Es wurden keine Elementarkérperchen freigesetzt.
Die Wirtszellen wurden zu einer starken immunologischen Reaktion getrieben. In den chlamydialen Einschlissen war viel Zelldetritus zu sehen. Die
bovinen Wirtszellen waren 5 Tage nach der Infektion zerstort.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Replikation, Immunstimulation und Wirtsadaptation verschiedener Chlamydienspezies in
humanen und bovinen monozyten-gereiften Makrophagen

Chlamydien sind kokkenahnliche, unbewegliche, obligat intrazellulare Bakterien mit einem
einzigartigen 3-phasigen Entwicklungszyklus. Sie sind metabolisch eingeschrankt,
weswegen sie auf bestimmte Reaktionswege der Wirtszelle angewiesen sind. Sie werden zu
den Gram(-)-Bakterien gezahlt. Die in dieser Studie verwendeten Spezies C. pneumoniae, C.
psittaci und C. muridarum gehéren dem Genus Chlamydia an und werden zur Familie der
Chlamydiaceae gezahlt. Alle drei Spezies bilden im Wirt das Krankheitsbild einer Pneumonie
aus. C. pneumoniae Stamm DC40 (TW-183) bevorzugt dabei den Menschen als Wirt. C.
psittaci Stamm DC15 (A-6BC) befallt vorrangig Papageienvdgel und Tauben, wurde aber
auch aus Saugetieren isoliert und kann demnach als ein ubiquitarer Erreger eingestuft
werden. C. muridarum Stamm DC39 (Nigg) wurde bisher nur aus Vertretern der Familie
Muridae isoliert, zeigt also ein sehr enges Wirtsspektrum. Chlamydien befallen vorrangig
epitheliale Zellen und bilden dort das vorherrschende Krankheitsbild heraus. Ebenso ist
bekannt, das Chlamydien mononukleare Zellen infizieren kénnen. Zu diesem Zelltyp gehoéren
die Makrophagen. Sie bilden sich aus der myeloiden Linie Giber Monozyten im Knochenmark
heran und differenzieren sich im Gewebe zu Makrophagen. Sie nehmen eine zentrale
Stellung wahrend der wirtseigenen Immunantwort ein und sind ein wichtiges
Verbindungsglied zwischen angeborener und erworbener Immunantwort. Makrophagen
lassen sich ahnlich dem Ty1/Ty2-System in M1/M2-Makrophagen einteilen. Dazu wird das
Antigen-Expressionsprofil und die Zytokin- und Chemokinabgabe der Makrophagen
herangezogen. M1-Makrophagen stehen fir den inflammatorischen Abwehrweg und M2-
Makrophagen zeigen typische Eigenschaften eines anti-inflammatorischen Abwehrweges.
Makrophagen stellen die erste Abwehrlinie des Immunsystems dar und spielen dadurch eine
bedeutende Rolle bei der Bekampfung von Krankheitserregern. Daher wurden viele Studien
mit Chlamydien und Monozyten/Makrophagen durchgefiihrt (Beagley, Huston et al. 2009).
Dennoch bleiben weiterhin viele Fragen offen. Die meisten Untersuchungen beschrankten
sich auf die Nutzung einer Chlamydienspezies in einem speziellen Wirt. Studien, die den
Vergleich zwischen drei verschiedenen Chlamydienspezies in verschiedenen Wirten
anstellen sind rar. In der vorliegenden Studie soll die Anpassung des Pathogens an zellulare
und immunologische Prozesse des Wirts (Wirtsadaptation) untersucht werden. Dabei wird
besonderes Augenmerk auf die Replikation der Chlamydien, auf ihr Zytokinexpressionsprofil,
auf das Uberleben der Makrophagen und ihre Reaktion auf eine Infektion gelegt. Fiir die
Versuche wurden humane bzw. bovine monozyten-gereifte Makrophagen aus Vollblut isoliert
und kultiviert. Die isolierten Zellen wurden mit C. pneumoniae, C. psittaci bzw. C. muridarum
inokuliert, um Proben fiir verschiedenste Untersuchungsverfahren zu gewinnen. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen wurden in die Themenbereiche Wachstum und
Uberleben der Chlamydien, Wirtszellantwort und Transkriptionsverhalten der Chlamydien
eingeteilt. C. pneumoniae konnte in bovinen und humanen Makrophagen seinen
Entwicklungszyklus innerhalb von 48 Stunden nicht abschlieBen, denn es wurden keine
neuen Elementarkérperchen freigesetzt. In humanen Makrophagen schien der
Entwicklungszyklus verzdgert, anstatt komplett ausgesetzt zu sein, denn C. pneumoniae
wurde weder zerstort noch inaktiviert. Vielmehr behielt es seine metabolische Aktivitat bei,
was man an einer Erhéhung der mRNA-Expression von rpoN und IncA ablesen konnte.
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Diese zwei Virulenzfaktoren spielen eine wichtige Rolle bei der Umwandlung von
Elementarkorperchen in Retikularkorperchen. Es gab auch Anzeichen fir chlamydiale
Einschlisse in humanen MDM nach ca. 23 Tagen (Lichtmikroskop). C. pneumoniae konnte
die Makrophagen nur sehr geringfiigig aktivieren und konnte keine eindeutige Polarisation in
Richtung M1/M2 hervorrufen. Auch die bovinen Makrophagen konnten nicht effektiv infiziert
werden. Die PCR-Daten zeigten aber signifikant mehr Chlamydien in den bovinen
Makrophagen, als in den humanen. Es war auch eine leichte Zunahme der ifu/cell (nicht
signifikant) zu erkennen. Im Licht- und Fluoreszenzmikroskop wurden mogliche Einschliisse
24 hpi entdeckt, was darauf hinweist, dass der Entwicklungszyklus in bovinen Zellen etwas
schneller als in humanen Zellen ablief. Rindermakrophagen waren generell empfindlicher
gegenuber einer Infektion mit Chlamydien. C. pneumoniae konnte mehrfach aus anderen
Organen (Gehirn, Gelenke, Herz, Blutgefalke) humaner Wirte isoliert werden, sodass
Monozyten/Makrophagen als Tragerzellen diskutiert werden koénnen. Dazu tragen die
verzogerte Vermehrung und stete metabolische Aktivitat in den humanen Makrophagen bei,
welche einen Transport und eine rasche Wiederaufnahme des Reproduktionszyklus in den
Zielgeweben beglinstigen, wo sie epitheliale Zellen infizieren kénnen (siehe Abbildung 40
und Abbildung 41). C. psittaci replizierte sich in beiden hier untersuchten Wirten sehr
deutlich. Die Virulenzgene ftsw, rpoN und IncA wurden in beiden Wirten vermehrt exprimiert,
was neben der signifikanten Erhdhung der ifu/cell und der ifu/2ml 48 hpi eine deutliche
Replikation anzeigt. Die Replikation in den bovinen MDM war dabei signifikant héher als in
humanen MDM (ca. 10 fach mehr ifu/cell). Gleichzeitig wurden die bovinen MDM deutlich
frher zerstort, als die humanen MDM. In beiden Wirten wurden auch aufRerhalb der
chlamydialen Einschlisse Retikularkérperchen gefunden. In bovinen MDM wurde durch C.
psittaci eine deutlich hohere inflammatorische Reaktion als in humanen MDM erzeugt.
Zusammen mit dem Antigen-Expressionsprofil lie3en sich die humanen MDM nicht eindeutig
in M1/M2-Makrophagen einteilen, verschoben sich aber etwas mehr in Richtung M1-
Makrophagenphanotyp. C. psittaci scheint etwas besser an den humanen Wirt angepasst zu
sein, da dort eine moderatere inflammatorische Reaktion stattfand und die Zellen langer vital
blieben. Die Infektion im bovinen Wirt verlief deutlich stiirmischer (siehe Abbildung 40 und
Abbildung 41). C. muridarum konnte in beiden Wirten keine effektive Vermehrung etablieren,
denn es wurden keine neuen Elementarkdrperchen freigesetzt. In beiden Wirten wurde aber
eine deutliche inflammatorische Reaktion der MDM ausgeldst, was durch die Abgabe von
NO,™ und die Erhdhung der Expression wichtiger inflammatorischer Zytokine zu erkennen
war. In humanen MDM entwickelte sich ein Phanotyp, der M1-Makrophagen nahe kommt.
Auch wurden CD14, CD40 und CD86 vermehrt exprimiert, was eine Aktivierung der
Immunzellen anzeigt. Ein anti-inflammatorischer Marker wurde ebenfalls erhoht, was ein
Anzeichen fur die Wiederherstellung einer Balance nach einer starken entzindlichen
Reaktion sein kann. Des Weiteren schien C. muridarum in humanen MDM ein
unvollstandiges persistentes Stadium zu etablieren, was durch die fehlende Freisetzung von
EK, das Auftreten aberranter Retikularkérperchen (TEM) und einer erhohten IFNy-
Expression durch die MDM gekennzeichnet war. Eine weitere Reaktion von C. muridarum
auf die stark inflammatorische Reaktion der Makrophagen war die erhdhte mRNA-
Expression von Mcl-1, was zusammen mit der langen Lebensdauer der humanen MDM von
mehr als 86 Tagen auf eine Apoptosehemmung hinwies. An die Wirte Mensch und Rind ist
C. muridarum nicht gut angepasst. An den Menschen scheint er etwas besser angepasst zu
sein. Denn in einigen Spendermakrophagen war eine moderate Vermehrung zu erkennen
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und die Reaktionen des Bakteriums auf die Abwehrmechanismen der MDM zeigten Wege
auf, um in humanen MDM langer zu Uberleben (siehe Abbildung 40 und Abbildung 41).

Ausblick

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen einen Einblick in die Vermehrung verschiedener
Chlamydienspezies in unterschiedlichen Wirten. Die Anpassung an das intrazellulare Leben
und an den Wirt ist von Spezies zu Spezies verschieden. Die Annahme, dass C.
pneumoniae gut an die Verbreitung im menschlichen Organismus angepasst ist, muss durch
weiterflhrende Studien untersucht werden. Dazu gehoért eine Verlangerung des
Beobachtungszeitraums fur die quantitative Untersuchung. Auch die zugehdrigen
immunologischen Prozesse mussten Uber mindestens 2 Wochen beobachtet werden. Des
Weiteren fanden sich im Versuch mit C. pneumoniae Hinweise auf eine Apoptosehemmung,
die durch Untersuchungen mit Staurosporin oder TUNEL weiter verdichtet werden kdnnen.
Ein weiteres interessantes Ergebnis war, dass sich C. psittaci, trotz hoher IDO-Expression
gut vermehren konnte. Studien, die sich mit dem Tryptophansyntheseweg der Chlamydien
beschéftigen, kdnnten hier ansetzen. Das Hitzeschockprotein groEL wurde von C. psittaci
nur in geringem Male exprimiert, was flr die Entwicklung von C. psittaci von Vorteil ist, da
die Immunantwort der infizierten Zelle weniger stimuliert wird. Vertiefende Untersuchungen
hierzu koénnten einen Mechanismus aufdecken, der es Chlamydien ermoéglicht vom
Immunsystem weitestgehend unentdeckt zu bleiben, ohne in Persistenz zu gehen. Des
Weiteren fanden siche ,freie“ Retikularkérperchen von C. psittaci im Zytoplasma beider
Wirte. Fiegl et al postulierten einen Zusammenhang mit dem MHCI-Prasentationsweg in
einer dendritischen Zellinie (Fiegl, Kagebein et al. 2013). Weitere Versuche hierzu kénnen
Klarheit dartuber verschaffen, ob hier ein ahnlicher Mechanismus vorlag. Im Versuch mit C.
muridarum sind Hinweise fir eine beginnende Persistenz aufgetreten, die einer natirlichen
Infektion nahe kommen. Persistenzstudien werden oft mit einer hohen Persistenz-
auslosenden Stimulation durchgefiihrt. Das hier vorgestellte Modell kénnte die Entstehung
und Etablierung einer Persistenz unter Infektionsbedingungen untersuchen. Da C.
muridarum ein sehr enges Wirtsspektrum hat, ware die Erweiterung des hier eingesetzten
Versuchsmodells auf die Familie der Muridae sehr interessant und wirde die Versuchsreihe
komplettieren. Auch die angezweifelten Funktionen des Virulenzfaktors CPAF konnten in
dem hier vorgestellten Versuchsmodell Gberprift und weiter erforscht werden.

Die hier vorgestellte Arbeit ermdglicht einen guten Einblick in das Anpassungsvermogen der
Chlamydien. Es konnten Unterschiede verschiedener Spezies in verschiedenen Wirten
dargestellt und erklart werden. Es wurde ein stabiles Modell etabliert, das fir viele
weiterflhrende Studien zur Verfiigung steht. Wie erlautert ergaben sich aus den Ergebnissen
dieser Studie einige weitere Fragen und Ansatzstellen fiir tiefergehende Forschungsprojekte.
Somit dient die vorgelegte Arbeit als Grundlage fir das Forschungsgebiet der
Wirtsadaptation von Chlamydien.
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Summary

Replication, stimulation of immune response and host-adaptation of different chlamydial
species in human and bovine monocyte-derived macrophages

Chlamydiae are cocci-like, immobile, obligate intracellular bacteria. They are distinguished by
a characteristic three stage replication cycle. Their metabolism is restricted, so they depend
on distinct pathways of their host. Chlamydiae belong to the group of gram-negative bacteria.
The chlamydial species C. pneumoniae, C. psittaci and C. muridarum, used in this study,
belong to the genus Chlamydia and are part of the family Chlamydiaceae. All three species
cause pneumonia in their particular hosts. The C. pneumoniae strain DC40 (TW-183) prefers
humans as main hosts while the C. psittaci strain DC15 (A-6BC) is a ubiquitous species
because it affects Psittacidae and Columbidae as well as mammals. The C. muridarum strain
DC39 (Nigg) is solely collected from members of the family Muridae, which indicates a very
tight host range. Chlamydiae affect epithelial cells preferentially, where they form the
predominant clinical picture. They are also able to infect mononuclear cells, to which the
macrophages belong. Macrophages are generated in the bone marrow from monocytes via
the myeloid pathway. These monocytes then differentiate to macrophages in the tissue. They
play a central role in the host immune system where they represent an important connector
between the humoral and cell mediated immunity. Similar to the Ty1/Tu2 system,
macrophages can be divided into M1 and M2 subtypes. The differentiation between the two
is achieved by observing surface structure as well as cytokine and chemokine release. M1
macrophages mark the inflammatory defense pathway, while M2 macrophages show typical
characteristics of an anti-inflammatory pathway. Macrophages play an important role in
controlling pathogens: they represent the immune system’s first line of defense. While many
studies working with monocytes/macrophages exist (Beagley, Huston et al., 2009), many
questions remain unanswered. Most of these studies were restricted to one species and one
distinct host. Studies which compare three different species in two different hosts are rare. In
the present study, the adaptation of the pathogen to cellular and immunologic processes of
the host (host adaptation) will be observed. Replication of Chlamydiae, their cytokine
expression profile, the viability of the macrophages and their reaction to infection are of
special interest. The first step of the experiments was to isolate and cultivate human and
bovine monocyte-derived macrophages from whole blood samples of healthy donors. The
cultivated cells were inoculated with C. pneumoniae, C. psittaci or C. muridarum,
respectively. Samples for different analytical methods were collected. The results of these
studies were separated into the following topics: growth and survival of the Chlamydiae, host
response, and transcriptional characteristics of the chlamydiae. C. pneumoniae was not able
to complete its replication cycle within 48 hours, as no elementary bodies were released into
the supernatant. The replication cycle in human macrophages appeared delayed rather than
turned off, as C. pneumoniae was neither destroyed nor inactivated. The increase of the
MRNA expression of rpoN and IncA showed that it remained metabolically active. These two
virulence factors are important for the differentiation of elementary into reticulate bodies.
There was also evidence of chlamydial inclusions after 23 days in human macrophages (light
microscopy). C. pneumoniae only marginally activated the macrophages and was not able to
initialize an appropriate polarization to M1 or M2. The bovine macrophages were infected
ineffectively as well. However, PCR-data revealed more chlamydiae in bovine macrophages
than in human macrophages. There was also a slight increase of the ifu/cell (not significant)
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in bovine macrophages within 48 hours. Light and fluorescence microscopy revealed
possible inclusions 24 hpi, which indicates a slightly faster reproduction cycle of C.
pneumoniae in bovine macrophages compared to human macrophages. Bovine
macrophages were more sensitive to an infection with Chlamydiae in general. C.
pneumoniae was isolated several times from different organs (brain, joints, heart, vessels) of
human hosts, human monocytes/macrophages could be regarded as transporter cells for C.
pneumoniae. A delayed replication and continuous metabolic activity in human macrophages
support this thesis, and promote the transportation and rapid resumption of the replication
cycle in the target tissues, where epithelial cells will be infected first (vide Abbildung 40 and
Abbildung 41). C. psittaci clearly proliferated in the two examined hosts. The expression of
the virulence factors ftsW, rpoN and IncA were increased. Together with the significant
increase of ifu/cell within 48 hours and of ifu/2ml 48 hpi, the distinct replication of C. psittaci
could be revealed. The replication in bovine macrophages was significantly higher compared
to human macrophages (about 10 fold). Simultaneously, bovine macrophages were
destroyed earlier than human macrophages. Reticular bodies were also found outside the
chlamydial inclusion in both hosts (TEM). C. psittaci produced a more severe inflammatory
reaction in bovine macrophages than observed in human macrophages. Together with the
outer membrane protein profile, a definite distinction between M1 and M2 macrophages of
the human macrophages could not be achieved. However, there was a slight movement to
the M1-phenotype. C. psittaci seemed to be more adapted to the human host, because a
more moderate inflammatory reaction was produced and the cells remained vital for a longer
period of time. In bovine macrophages, the infection proceeded more severely (vide
Abbildung 40 and Abbildung 41). C. muridarum was not able to establish an effective
infection in both hosts, because no new elementary bodies were released. However, in both
hosts a severe inflammatory reaction of the macrophages was triggered. This was observed
by the release of NO,” and the expression of major inflammatory cytokines. In human
macrophages, a phenotype similar to M1-macrophages was developed. Also, the expression
of CD14, CD40 and CD86 was increased, a sign for the activation of immune cells. The
simultaneous increase of the expression of an anti-inflammatory marker is evidence for the
attempt of the organism to restore homeostasis after a severe inflammatory reaction.
Furthermore, C. muridarum seemed to establish a partial persistent state in human
macrophages. Indicators for this persistent state were the lack of release of elementary
bodies, aberrant reticular bodies (TEM) and an increase of the expression of IFNy in the
monocyte-derived macrophages. Another reaction of C. muridarum to the severe
inflammatory reaction of the macrophages was an increased mRNA-expression of Mcl-1.
Along with the long life span of the human macrophages of more than 86 days, these
observations hint at the inhibition of apoptosis. C. muridarum is not adapted well to a human
or bovine host. However, it seemed to be more adapted to the human host, because
moderate replication was observed in some human donor cells, and the reaction of the
pathogen to the immune response of the macrophages revealed some pathways to extend
its viability (vide Abbildung 40 and Abbildung 41).

Future prospects

The results of this study provide insight into the replication of different chlamydial species in
diverse hosts. The adaptation to intracellular life and the host is different from species to
species. The assumption that C. pneumoniae is adapted well to the distribution in the human
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organism must be examined with further studies. For this purpose, the observation time span
must be extended for further quantitative analyses. The corresponding immunological
processes should also be observed for at least two weeks. In addition, hints of inhibition of
apoptosis were found in trials with C. pneumoniae and C. muridarum. Research with
staurosporine and TUNEL should support these observations. Another interesting aspect of
this study was that C. psittaci was able to proliferate in human macrophages in spite of a
high IDO expression. Studies on the topics of the synthesis of tryptophan and its pathways in
chlamydiae should clarify this observation. The heat shock protein GroEL was expressed to
a very low amount by C. psittaci. This was beneficial for the development of C. psittaci,
because the immune response of the infected cell was triggered less. Deeper examinations
into this topic may reveal a mechanism that enables chlamydiae to hide from the immune
response without establishing a persistent state. Furthermore, “free” reticulate bodies of C.
psittaci were found in the cytoplasm of both hosts. Fiegl et al postulated a correlation with the
MHCI-presentation pathway in dendritc cells (Fiegl, Kagebein et al. 2013). Continuative
studies will clarify if the mechanism in this doctoral thesis were of similar origin. In the trial
with C. muridarum, hints of an incipient persistent state similar to that of a natural infection
were found. Most studies that deal with the persistent state of chlamydiae work with high
stimulatory initiation dosages. The infection model of the present study can be used for
observations of the development and establishment of the persistent state of chlamydiae
under the terms of infection. C. muridarum is known to have a very tight host range. The
extension of the present study to a host of the family of Muridae could be of great interest
and would complete the entire infection model. The contested functions of the virulence
factor CPAF can also be tested and explored with the present model. The present doctoral
thesis offers a detailed insight into the adaptability of Chlamydiae. Differences between
species and hosts were described and explained. A stable infection model, available for
further studies, was established. As illustrated by the comments herein, the results of this
study led to further questions and revealed topics for in depth research projects. Hence, the
present study serves as a basis for the field of research: Host adaptation of Chlamydia.
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C. pneumoniae C. psittaci C. muridarum

Anhang 1 Ct-Werte der Referenzgene GAPDH/B-Aktin in humanen MDM, wahrend der
Stimulation mit C. pneumoniae, C. psittaci bzw. C. muridarum

Die Ct-Werte von GAPDH/B-Aktin in der Mock-Kontrolle unterschieden sich nicht signifikant
von den Ct-Werten der stimulierten humanen Makrophagen. Es lag keine Regulierung vor,
wodurch GAPDH/B-Aktin als Referenzgene gut geeignet waren.

40
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MOl

5 = Moz

20 OMOIs

Ct-Werte

W mock

C. pneumoniae C. psittaci C. muridarum

Anhang 2 Ct-Werte des Referenzgens GAPDH in bovinen MDM, wahrend der
Stimulation mit C. pneumoniae, C. psittaci bzw. C. muridarum

Die Ct-Werte von GAPDH in der Mock-Kontrolle unterschieden sich nicht signifikant von den
Ct-Werten der stimulierten bovinen Makrophagen. Es lag keine Regulierung vor, wodurch
GAPDH als Referenzgen gut geeignet war.

Rezept CPD-Puffer

Zitronensaure 3,27¢g
Natriumzitrat 26,39
Natriumdihydrogenphosphat 2,51¢g
Glusoce-D 25,5¢

in 11 Ag. dest I6sen und sterilfiltrieren

Anhang 3 Rezept fiir CPD-Puffer
Der CPD-Puffer ist eine spezielle Rezeptur flr Blutkonservenbeutel in der Humanmedizin. Er
ist in den Blutkonservenbeuteln der human Buffy Coats enthalten.
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Anhang
Versuch

4 Tabellarische Auflistung
Verwendete
Zellen

der Versuchswiederholung
Spezies

Zeitpunkte

en (n) pro Versuch
Konzen-

tration

MOI

Anzahl
der
Versuche

Quantitative Humane C. pneumoniae 4,24,48hpi O 6
Bestimmung der Makrophagen 1 6
Chlamydien 2 6
mittels realtime 5 6
PCR Humane C. psittaci 4,24,48hpi O 6
Makrophagen 1 6

2 6

5 6

Humane C. muridarum 4,24,48hpi O 8

Makrophagen 1 8

2 8

5 8

Bovine C. pneumoniae 4,24,48hpi O 6

Makrophagen 1 6

2 6

5 6

Bovine C. psittaci 4,24,48hpi O 6

Makrophagen 1 6

2 6

5 6

Bovine C. muridarum 4,24,48hpi O 6

Makrophagen 1 6

2 6

5 6

BGM C. pneumoniae 4,24,48hpi O 6

1 6

2 6

5 6

BGM C. psittaci 4,24,48hpi O 6

1 6

2 6

5 6

BGM C. muridarum 4,24,48hpi O 6

1 6

2 6

5 6

Beschreibung Humane C. pneumoniae 4,24,48hpi O 6
und semiquanti- Makrophagen 1 6
tative Bestim- 2 6
mung der 5 6
Chlamydien Humane C. psittaci 4,24,48 hpi O 6
mittels Immun-  Makrophagen 1 6
fluoreszenzfar- 2 6
bung (IFT) 5 6
Humane C. muridarum 4,24,48hpi O 6

Makrophagen 1 6

2 6

5 6
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Bovine C. pneumoniae 4,24,48hpi O 6
Makrophagen 1 6
2 6
5 6
Bovine C. psittaci 4,24,48hpi O 6
Makrophagen 1 6
2 6
5 6
Bovine C. muridarum 4,24,48hpi O 6
Makrophagen 1 6
2 6
5 6
Uberpriifung Humane C. pneumoniae 24, 48 hpi 0, 3
des Makrophagen 1-5x10°
Entwicklungs- EBE/mlI
stadiums der Humane C. psittaci 24, 48 hpi 0 3
Chlamydien Makrophagen S
mittels Trans- Humane C. muridarum 24, 48 hpi 0 3
missionselek- Makrophagen 5
Lr::iznmlkros- Bovine C. pneumoniae 24, 48 hpi 0 3
Makrophagen 1-5x10°
EBE/mI
Bovine C. psittaci 24, 48 hpi 0 3
Makrophagen 5
Bovine C. muridarum 24 48 hpi 0 3
Makrophagen 5
Infektiositat der Humane C. pneumoniae 4,24,48hpi O 3
Chlamydien Makrophagen 5
nach Isolierung  Humane C. psittaci 4,24, 48hpi 0 3
aus monozyten-  Makrophagen 5
gereiften Makro- Humane C. muridarum 4,24,48hpi O 3
phagen (IFT) Makrophagen 5
Bovine C. pneumoniae 4,24,48hpi O 3
Makrophagen 5
Bovine C. psittaci 4,24,48hpi O 3
Makrophagen 5
Bovine C. muridarum 4,24,48hpi O 3
Makrophagen 5
Uberlebens- Humane C. pneumoniae 4,24,48hpi O 3
fahigkeit Makrophagen Taglich bis 5
monozyten- 44 dpi
gereifter Makro- Humane C. psittaci 4,24,48hpi O 3
phagen (MDM) Makrophagen Taglich bis 5
36 dpi
Lichtmikrosko-  Humane C. muridarum 4,24 48hpi O 3
pische Unter- Makrophagen Taglichbis 5
suchungen 86 dpi
Bovine C. pneumoniae 4,24,48hpi O 3
Makrophagen Taglich bis 5
12 dpi
Bovine C. psittaci 4,24,48hpi O 3
Makrophagen 5
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Bovine C. muridarum 4,24,48hpi O 3
Makrophagen Taglichbis5 5
dpi
Das mRNA- Humane LPS 2,4, 24 hpi 0 6
Expressionsprof Makrophagen 5 pg/ml 6
il humaner MDM
nach Stimula-
tion mit LPS
Das mRNA- Humane C. pneumoniae 4,24,48hpi O 6
Expressionspro- Makrophagen 1 6
fil der humanen 2 6
und bovinen 5 6
MDM nach Humane C. psittaci 4,24,48hpi O 6
Inokulation mit  Makrophagen 1 6
Chlamydien 2 6
(RT qPCR) 5 6
Humane C. muridarum 4,24,48hpi O 6
Makrophagen 1 6
2 6
5 6
Bovine C. pneumoniae 4,24,48hpi O 6
Makrophagen 1 6
2 6
5 6
Bovine C. psittaci 4,24,48hpi O 6
Makrophagen 1 6
2 6
5 6
Bovine C. muridarum 4,24,48hpi O 6
Makrophagen 1 6
2 6
5 6
Nitritfreisetzung Humane C. pneumoniae 4,24,48hpi O 6
durch humane Makrophagen 1 6
und bovine MDM 2 6
nach Stimula- 5 6
tion mit Chlamy- Humane C. psittaci 4,24,48hpi O 6
dien Makrophagen 1 6
(Photometrisch) 2 6
5 6
Humane C. muridarum 4,24,48hpi O 8
Makrophagen 1 8
2 8
5 8
Bovine C. pneumoniae 4,24,48hpi O 6
Makrophagen 1 6
2 6
5 6
Bovine C. psittaci 4,24,48hpi O 6
Makrophagen 1 6
2 6
5 6
Bovine C. muridarum 4,24,48hpi O 6
Makrophagen 1 6
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2 6
5 6
Abgabe von Humane C. pneumoniae 4,24,48hpi O 6
freien Makrophagen 1 6
Sauerstoffradi- 2 6
kalen durch 5 6
humane Makro- Humane C. psittaci 4,24,48hpi O 6
phagen nach Makrophagen 1 6
Stimulation mit 2 6
Chlamydien 5 6
(Photometrisch)  Humane C. muridarum 4,24,48hpi 0 6
Makrophagen 1 6
2 6
5 6
Expression der Humane IFNy 24 hpi 0 2
Oberflachen- Makrophagen 50U
marker humaner  Huymane LPS 24 hpi 0 2
monozyten- Makrophagen 10 ug/ml
gereifter Humane IFNy + LPS 24 hpi 0 2
Makrophagen Makrophagen S0 U +
(MDM) nach 10 pg/mi
Stimulation mit - on g IFNy + LPS 24 hpi 50U+ 2
IFNy und/oder Makrophagen 100
LPS. 24 hpi mi
(FACS) H9
Einfluss Humane C. pneumoniae 4,48, 72hpi O 6
verschiedener Makrophagen 1 6
Chlamydien- 2 6
Stamme auf die 5 6
Expression der  Humane C. psittaci 4,48, 72hpi O 6
Oberflichen- Makrophagen 1 6
marker von 2 6
humanen Makro- 5 6
phagen (FACS)  Humane C. muridarum 4,48, 72hpi 0 6
Makrophagen 1 6
2 6
5 6
Die Expression Humane C. pneumoniae 4,24,48hpi O 6
chlamydialer Makrophagen 1 6
Virulenzfaktoren 2 6
durch 5 6
C. pneumoniae, Humane C. psittaci 4,24,48hpi O 6
C. psittaci, bzw.  Makrophagen 1 6
C. muridarum in 2 6
humanen und 5 6
bovinen Humane C. muridarum 4,24,48hpi 0 6
monozyten- Makrophagen 1 6
gereiften 2 6
Makrophagen 5 6
(RT gPCR) Bovine C. pneumoniae 4,24, 48 hpi 0 6
Makrophagen 1 6
2 6
5 6
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Bovine C. psittaci 4,24,48 hpi O 6
Makrophagen 1 6
2 6
5 6
Bovine C. muridarum 4,24,48hpi O 6
Makrophagen 1 6
2 6
5 6
BGM C. pneumoniae 4,24,48hpi O 6
1 6
2 6
5 6
BGM C. psittaci 4,24,48 hpi O 6
1 6
2 6
5 6
BGM C. muridarum 4,24,48hpi O 6
1 6
2 6
5 6
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